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Naslov: Uloga silicijumove kiseline u modulaciji odgovora krastavca (Cucumis sativus L.) na 
oksidativni stres izazvan toksičnim koncentracijama bakra 
Sažetak: Bakar (Cu) je esencijalan mikrolement za biljke, dok je prisustvo Cu u višku fitotoksično i 
izaziva oksidativni stres. Silicijum (Si) ne pripada grupi esencijalnih već korisnih elemenata, a jedini je 
element koji ispoljava protektivan efekat na biljke izložene stresnim uslovima. Uloga Si u stresu 
izazvanom toksičnim koncentracijama Cu nije dovoljno istražena. Cilj ovog rada bio je da se ispitaju 
mehanizmi delovanja Si u takvim uslovima kod krastavca, akumulatora Si. Rezultati su pokazali da 
primena Si povećava toleranciju biljaka na toksičnost Cu. Mehanizmi delovanja Si su usmereni ka 
snižavanju ekspresije gena odgovornih za usvajanje Cu i, posledično, smanjenju koncentracije Cu u 
biljkama, kao i ka ublažavanju disbalansa drugih esencijalnih mikroelemenata, pre svega gvožđa. Na 
taj način, Si je smanjio hlorozu i povećao biomasu listova biljaka. Si je doprineo preraspodeli Cu na 
nivou ćelija korena, povećavajući imobilizaciju Cu u ćelijskim zidovima. Povećanom akumulacijom 
liganada koji vezuju Cu, kao što su organske kiseline (citrat i malat u korenu, a akonitat u listu) i 
aminokiseline (nikocijanamin i histidin u listu), Si je ublažio toksične efekte Cu unutar ćelije. Pored 
toga, stimulacijom aktivnosti antioksidativnih enzima, smanjen je nivo oksidativnog stresa. Primena Si 
je uticala na glavne regulatore homeostaze Cu, mikro RNK (miR398 i miR408), čija je snižena 
ekspresija u korenu omogućila povišenu ekspresiju njihovih targeta: Cu/Zn superoksid-dismutaze 2 
(CSD2) i lakaze 3. U skladu sa tim, akumulacija Cu-proteina, CSD2 u korenu i plastocijanina u listu, 
kao primarnih depoa Cu jona je izraženija kod biljaka gajenih sa Si. Razumevanje mehanizama 
delovanja Si u biljkama će doprineti njegovoj široj primeni u cilju povećanja tolerancije biljaka na 
stres. 
Ključne reči: toksičnost bakra, silicijum, oksidativni stres, organske kiseline, nikocijanamin, histidin, 
CSD2, plastocijanin, mikro RNK, krastavac (Cucumis sativus L.) 
Naučna oblast: Biologija 
 
Uža naučna oblast: Molekularna biologija biljaka 
  
 
Title: The role of silicic acid in modulation of oxidative stress responses in cucumber (Cucumis sativus 
L.) exposed to toxic copper 
Abstract: Copper (Cu) is an essential microelement for plants, although it is phytotoxic in excess, 
causing oxidative stress. Silicon (Si) does not belong to the essential but beneficial elements, and it is 
the only known element with protective effect to plants exposed to stress. The role of Si in plants 
exposed to Cu-stress has not been thoroughly studied so far. The aim of this study was to investigate 
the Si-mediated mechanisms under such conditions in cucumber plants, a Si-accumulating species. The 
results showed that Si application enhanced plant tolerance to Cu in excess. Si-mediated mechanisms 
were directed towards downregulation of the genes involved in Cu uptake, thus decreasing Cu 
concentration in the treated plants, as well as alleviating imbalance of other microelements, particularly 
Fe. Consequently, Si alleviated chlorosis supporting higher leaf biomass production in these plants. Si 
contributed to the redistribution of Cu at the root cell level, by increasing the immobilization of Cu in 
the cell walls. Higher accumulation of Cu-binding ligands such as organic acids (citrate and malate in 
the roots and aconitate in the leaves) and amino acids (nicotianamine and histidine in the leaves) 
diminished Cu-toxicity effects inside the cells. Additionally, a decreased level of oxidative stress was 
achieved by Si-stimulated activities of antioxidative enzymes. Si-application downregulated the 
expression of micro RNAs (miR398 and miR408), the main regulators of Cu homeostasis, thus 
enabling higher expression of their target genes: Cu/Zn superoxide dismutase 2 (CSD2) and laccase 3. 
Accordingly, accumulation of Cu-proteins, CSD2 in the roots and plastocyanine in the leaves, as 
“buffering sinks” for Cu, was obtained in the plants grown with Si. Understanding the Si-mediated 
mechanisms in plants will contribute to its broader application with the aim to increase plant tolerance 
to stress. 
Key words: Cu toxicity, silicon, oxidative stress, organic acids, nicotianamine, histidine, CSD2, 
plastocyanine, micro RNAs, cucumber (Cucumis sativus L.) 
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1.1 Mineralni sastav biljaka 
Uloga mineralnih elemenata kao hraniva u rastu i razvoju biljaka otkrivena je pre oko 200 
godina što je uslovilo osnivanje nove naučne discipline - mineralne ishrane biljaka, kao i razvoj 
mineralnih đubriva za unapređenje gajenja biljaka. Proučavanje mineralnih elemenata koji su 
esencijalni za život biljaka, počinje istraživanjima Justusa von Libiga u 19. veku. Prema definiciji, koju 
su postavili Arnon and Stout (1939), element je esencijalan za biljke ukoliko ispunjava sledeće 
kriterijume: a) biljke ne mogu da kompletiraju svoj životni ciklus u odsustvu tog elementa, b) uloga tog 
elementa ne može biti u potpunosti zamenjena nekim drugim i c) element mora biti direktno uključen u 
metabolizam biljaka. Postoji 17 elemenata koji potpuno ispunjavaju nabrojane kriterijume (Slika 1.1). 
Prema njihovom sadržaju u biljkama (prema potrebama biljke a ne prema fiziološkoj važnosti) izvršena 
je podela na makroelemente i mikroelemente. Grupi makroelemenata pripadaju: ugljenik (C), vodonik 
(H), kiseonik (O), azot (N), fosfor (P), kalijum (K), kalcijum (Ca), magnezijum (Mg) i sumpor (S), dok 
u grupu mikroelemenata spadaju: gvožđe (Fe), bakar (Cu), cink (Zn), mangan (Mn), molibden (Mo), 
hlor (Cl), nikl (Ni) i bor (B). Međutim, postoje i drugi elementi koji se mogu naći u biljkama i koji 
pokazuju povoljno dejstvo na sve ili samo na određene vrste biljaka i označeni su kao korisni elementi. 
Ovoj grupi pripadaju silicijum (Si), natrijum (Na), kobalt (Co) i selen (Se). Za neke grupe biljaka ili 
pod posebnim uslovima, ovi elementi su čak esencijalni. Iz toga razloga, Epstein and Bloom (2005) su 
predložili modifikovanu definiciju esencijalnih elemenata. Prema novoj definiciji, element je 
esencijalan ako ispunjava jedan ili oba sledeća uslova: a) element je deo molekula koji je suštinska 
komponenta neke strukture ili nekog metaboličkog puta u biljci, i b) njegov veliki nedostatak uzrokuje 
abnormalnosti u rastu, razviću ili reprodukciji u poređenju sa biljkama koje imaju manji nedostatak.  
 





Potrebe biljaka za određenim esencijalnim elementima se razlikuju iako je fiziološka važnost 
svakog od njih podjednaka. Makroelmenti su u biljkama prisutni u relativno visokim koncentracijama 
koje se mere u mg/g (više od 0,1% suve materije biljke), dok su mikroelmenti zastupljeni u značajno 
manjim količinama, u µg/g (manje od 0,01% suve materije biljke) (Slika 1.1). Grupi mikroelemenata 
pripadaju metali Cu, Fe, Zn i Mn. Oni ulaze u sastav metaloproteina, tj. proteina koji sadrže jone 
metala kao kofaktore. Procenjuje se da metaloproteini čine oko 30% ukupnih proteina (Waldron et al. 
2009). U grupu metaloproteina spadaju metaloenzimi, transkripcioni faktori, kao i proteini koji 
učestvuju u reakcijama transfera elektrona. Održavanje homeostaze metala u biljkama od suštinske je 
važnosti za pravilno funkcionisanje biljnih ćelija, a samim tim i cele jedinke.  
1.2 Osobine i uloge bakra u biljkama 





. Osobina ovog metala da lako prima i otpušta elektrone čini ga idealnim kofaktorom 
enzima u redoks-reakcijama. Međutim, zbog ovog svojstva bakar se smatra visokoreaktivnim, stoga u 
ćeliji ne sme postojati niti jedan slobodan jon bakra (Rae et al. 1999). Redoks-ciklus bakra čini ga 
potentnim katalizatorom u produkciji slobodno-radikalskih vrsta i otuda potiče inherentna potencijalna 
toksičnost ovog metala. Bakar u obliku Cu
+
 ima visok afinitet prema sumporu, stoga se lako vezuje za 
tiolne grupe, dok Cu
2+
 koordiniše prvenstveno sa kiseonikom u karboksilnoj grupi kao i azotom u 
imidazolnom ostatku (Koch et al. 1997). U proteinima se najčešće vezuje za aminokiseline cistein, 
metionin i histidin. Proteini koji sadrže Cu kao kofaktor nazivaju se Cu-proteinima i odlikuju se 
visokom stabilnošću kompleksa. Smatra se da u biljkama postoji preko sto ovakvih proteina, koji imaju 
važnu ulogu u ćelijskom metabolizmu (Krämer and Clemens 2005). Cu-proteini učestvuju u reakcijama 
prenosa elektrona, prvenstveno u procesima fotosinteze i respiracije kao najvažnijim procesima za 
biljne ćelije. Osim toga, proteini koji sadrže Cu imaju ulogu u N i C metabolizmu, percepciji etilena, 
metabolizmu reaktivnih kiseoničnih vrsta, kao i u remodelovanju ćelijskog zida (Marschner 1995). 
Među najvažnije Cu-proteine spadaju: plastocijanin, Cu/Zn superoksid-dismutaza, citohrom-c-
oksidaza, lakaza, askorbat-oksidaza, fenol-oksidaza, diamin-oksidaza, receptor za etilen, plantacijanin 
(Burkhead et al. 2009). 
1.2.1 Cu-proteini 
Plastocijanin je komponenta elektron-transportnog lanca fotosistema I (PSI) smeštenog u 
lumenu tilakoida u hloroplastima fotosintetičkih organizama, gde funkcioniše kao mobilni nosač 
elektrona (Raven et al. 1999). Za razliku od drugih fotosintetičkih organizama, kao na primer zelenih 
algi, on je esencijalan protein za biljke i mutacija u genu koji kodira plastocijanin ima letalan efekat, 
stoga je to najvažniji, ali i jedan od najzastupljenijih Cu-proteina (Shikanai et al. 2003; Weigel et al. 
2003). Biosinteza prekursorske forme (apoplastocijanin) sa domenom za transport u organelu odvija se 
u citosolu, a finalno procesovanje do zrele forme proteina (holoplastocijanin) odvija se u hloroplastu, 
pri čemu nastaje protein od 10,5 kDa (Merchant and Bogorad 1987). Kofaktorski joni Cu se dodaju u 
hloroplastu a svaki molekul plastocijanina sadrži jedan atom Cu (Li et al. 1990). Pokazano je da u 
uslovima nedostatka Cu postoji direktna korelacija između koncentracije Cu u listovima, koncentracije 




Cu, plastocijanin ima prioritet u pogledu raspodele dostupnog Cu u ćeliji (Cohu and Pilon 2007; 
Yamasaki et al. 2007; Abdel-Ghany and Pilon 2008). 
Superoksid-dismutaza (SOD) je enzim koji učestvuje u antioksidativnoj zaštiti, vršeći 
detoksifikaciju kiseoničnog radikala, superoksidnog anjona O2
.-
. Ovaj enzim je prisutan kod svih 
aerobnih organizama i ima značajnu ulogu u preživljavanju u prisustvu kiseonika (Fridovich 1983). 
Postoji više izoenzima SOD koji se razlikuju po metalnom kofaktoru koji sadrže (mangan, gvožđe, 
bakar i cink). Cu/Zn SOD izoforma je evoluirala nezavisno od ostalih izoformi SOD (Bannister et al. 
1991). Cu/Zn SOD sadrži po jedan atom bakra i cinka, a za detoksifikaciju O2
.- 
radikala upravo je 
odgovoran Cu, dok Zn ima samo strukturnu ulogu i njegova zamena drugim metalom ne utiče značajno 
na aktivnost ovog enzima (Bordo et al. 1994; Marino et al. 1995). Cu/Zn SOD je u formi dimera, 
ukupne molekulske mase od 32,5 kDa. Postoje različite izoforme Cu/Zn SOD enzima: citosolna CSD1, 
plastidna CSD2 i peroksizomalna CSD3 (Kliebenstein et al. 1998). Ekspresija i aktivnost Cu/Zn SOD 
enzima direktno zavisi od raspoloživosti bakra u ćelijama (Cohu and Pilon 2007; Huang et al. 2012; 
Boutigny et al. 2014). U uslovima nedostatka Cu, aktivnost Cu/Zn SOD naglo opada i njegovu ulogu 
preuzimaju funkcionalno komplementarni izoenzimi koji sadrže druge elemente kao kofaktore (Ayala 
and Sandmann 1988; Burkhead et al. 2009).  
Lakaze (LAC) i lakazama-slične fenol-oksidaze pripadaju superfamiliji enzima 
oksidoreduktaza koji se nazivaju multi-bakarne oksidaze (eng. Multi Copper Oxidase, MCO) (McCaig 
et al. 2005). MCO enzimi katalizuju oksidaciju širokog spektra supstrata formirajući tako slobodno-
radikalske vrste, reaktivne intermedijere, koji mogu da se unakrsno povezuju u dimere, oligomere i 
polimere i upravo se razlikuju po tipu supstrata koji se oksiduje (fenoli, amini i aromatični amini, kao i 
neorganski joni), pri čemu se kiseonik redukuje do dva molekula vode (Reinhammar and Malmström 
1981; Solomon et al. 1996; Mayer and Staples 2002). Ovakav tip reakcija je prisutan u brojnim 
biološkim procesima. Lakaza je glikoprotein, veličine oko 60–130 kDa koji se nalazi u 
ekstracelularnom prostoru, u apoplastu (LaFayette et al. 1999; Ranocha et al. 1999; Morozova et al. 
2007). Katalitičko jezgro lakaza čine 4 atoma bakra (Solomon et al. 1996). Iako su ovi enzimi davno 
otkriveni sve njihove funkcije u biljkama nisu do kraja razjašnjene (Turlapati et al. 2011). Lakaze 
učestuju u biosintezi lignina, stoga imaju ulogu u održanje strukture i integriteta ćelijskog zida kao i u 
odgovoru na stres, zarastanju rana, lignifikaciji semenjače pa tako i zaštiti semena od spoljašnjih uticaja 
(Sterjiades et al. 1992; Bao et al. 1993; Dean and Eriksson 1994; Ranocha et al. 2002; Pourcel et al. 
2005). Lakaze su kodirane multigenskom familijom (LaFayette et al. 1999). Višestruki mutanti za gene 
koji kodiraju lakaze imaju smanjen sadržaj lignina (Berthet et al. 2011; Zhao et al. 2013). Aktivnost i 
ekspresija lakaza zavise od sadržaja bakra u biljkama (Abdel-Ghany and Pilon 2008; Liu et al. 2015). 
Lakaze su rasprostranjene u prirodi; osim kod biljaka ovi enzimi postoje i kod gljiva i bakterija, i imaju 
biotehnološku primenu (Claus 2004; Riva 2006). 
Citohrom-c-oksidaza (CCOX) je transmembranski proteinski kompleks velike molekulske 
mase koji se nalazi na unutrašnjoj membrani mitohondrija i ima ulogu terminalne oksidaze u elektron-
transportnom lancu tokom respiracije (Carr and Winge 2003). Ovaj enzim postoji kod svih eukariota, 
bakterija i arhea (Castresana et al. 1994). Sadrži 3 atoma bakra kao kofaktora zajedno sa hemom. 
Najmanje 10 subjedinica čine kompleks citohrom-c-oksidaze kod viših biljaka (Cohu and Pilon 2010). 
Transfer elektrona do kiseonika praćen je izbacivanjem protona u intermembranski prostor odnosno 
stvaranjem elektrohemijskog gradijenta neophodnog za sintezu ATPa tj. oksidativnu fosforilaciju, stoga 
kompleks citohrom-c-oksidaze, ili kako se još naziva Kompleks IV, ima dualnu ulogu u 
mitohondrijama (Nešković et al. 2003). Smatra se da je ovaj kompleks glavno mesto regulacije 
oksidativne fosforilacije (Kadenbach et al. 2000). Snižena aktivnost CCOX povezana je sa izraženim 




Askorbat-oksidaza (AsO) takođe pripada MCO grupi enzima i sadrži najmanje 4 atoma Cu 
(Farver and Pecht 1992). Ovaj glikoprotein je prisutan u apoplastu gde ima ulogu terminalne oksidaze. 
Katalizuje oksidaciju askorbata do monodehidro-askorbata. Aktivnost askorbat-oksidaze je senzitivni 
indikator statusa Cu u biljkama (Loneragan et al. 1982; Droppa et al. 1984; Esaka et al. 1992). 
Smanjena aktivnost AsO dovodi se u vezu sa povećanom tolerancijom na stres, dok povišena ekspresija 
AsO povećava senzitivnost na stresne faktore usled supresije ciklusa askorbata (Fotopoulos et al. 
2006). Pored toga, aktivnost ovog enzima je generalno povezana sa deobom i ekspanzijom ćelija kao i 
porastom biomase, tako da se smatra da AsO ima ulogu u prenosu signala iz spoljašnje sredine u ćeliju 
(Stevens et al. 2017). 
Amino-oksidaze (AmO) su Cu-proteini prisutni kod svih živih organizama. Spadaju u 
flavoporoteine koji sadrže jedan atom bakra (Kumar et al. 1996). Kod biljaka su prisutni u 
ekstraćelijskom prostoru i katalizuju degradaciju amina do aldehida, amonijaka i vodonik-peroksida 
(Frébort et al. 2000). Ovi enzimi imaju ulogu u procesu diferencijacije ćelijskog zida ali i u toleranciji 
na stres - odbrani od napada patogena i u zarastanju rana kod biljaka (Rea et al. 2002; Angelini et al. 
2008). Takođe, smatra se da imaju ulogu i u lignifikaciji upravo zbog proizvodnje H2O2 koji je 
neophodan za funkciju peroksidaza (Møller and McPherson 1998). 
Polifenol-oksidaze (PPO) obuhvataju katehol-oksidaze i tirozinaze čiji su supstrati fenoli a 
njihovom oksidacijom nastaju o-kvinoni koji su visoko reaktivna jedinjenja i formiraju polimere braon 
boje (Guyot et al. 1996). Braon obojenost tkiva (enzimsko braonenje) nastaje kada PPO, inače prisutna 
u plastidima (u lumenu tilakoida), dođe u kontakt sa fenolima iz vakuole usled gubitka subćelijske 
lokalizacije (kompartmentacije) kao posledica oštećenja biljnih ćelija i tkiva pa se aktivnost ovog 
enzima vezuje za starenje, povrede, napad patogena, generalno stresne uslove (Steffens et al. 1994). 
PPO sadrže dva atoma bakran i nisu prisutne u celom biljnom carstvu (Mayer 2006). 
 Receptor za etilen, biljni hormon koji ima ulogu u rastenju i razviću, starenju biljaka i 
sazrevanju plodova, je takođe, Cu-protein koji se nalazi na endoplazmatičnom retikulumu. Funkcioniše 
kao negativni regulator signalnog puta etilena - vezivanje etilena za receptor inhibira njegovu funkciju 
(Rodrıguez et al. 1999; Hirayama and Alonso 2000). Ovi proteini pripaduju histidinskim kinazama i 
vrlo se razlikuju po strukturi i domenskoj organizaciji (Gallie 2015). 
Fitocijanini su specifična familija Cu-proteina koji sadrže jedan atom Cu. Strukturno su slični 
plastocijaninu ali sadrže signalne sekvence za transport u endoplazmatični retikulum ili van ćelije 
(Cohu and Pilon 2010). Obuhvataju plantacijanin, stelacijanin i uklacijanin (Nersissian et al. 1998). 
Njihova funkcija nije do kraja razjašnjena ali se smatra da imaju ulogu u odgovoru na stres (Kreps et al. 
2002), kao i ulogu u reprodukciji (Dong et al. 2005).  
Bakar ima ulogu i u pozicioniranju molibdena kao kofaktora, tako što privremeno zauzima 
mesto insercije molibdena u Mo-proteinima tokom njihove biosinteze (Kuper et al. 2004). Stoga se Cu 
povezuje sa ulogom proteina koji imaju molibden kao kofaktor, a to je asimilacija azota i biosinteza 





1.2.2 Uloga bakra u lignifikaciji 
Lignin je najzastupljeniji biopolimer posle celuloze, koji čini 20-30% suve materije biljaka 
(Boerjan et al. 2003; Tobimatsu and Schuetz 2019). Lignin se formira u ćelijskom zidu, u prostoru 
između mikrofibrila celuloze (Boerjan et al. 2003). To je važan konstituent ksilemskih elemenata čime 
se obezbeđuje mehanička i strukturna podrška, neophodna za transport vode i hraniva od korena naviše. 
Takođe, lignifikacija je sastavni deo procesa diferencijacije nekoliko specijalizovanih ćelijskih tipova i 
ostvarivanja njihove fiziološke uloge, kao što su: ćelije endodermisa korena, endotecijum (unutrašnji 
sloj ćelija zida antera prašnika), semenjače i ćelija koje su izložene povredama (Barros et al. 2015). 
Povećanje lignifikacije se javlja kao odgovor na biotički i abiotički stres predstavljajući mehaničku 
barijeru za prodor patogena kao i difuziju teških metala u endodermisu korena (Campbell and Sederoff 
1996; Moura et al. 2010; Frei 2013). 
Lignin se sintetiše od fenolnih jedinjenja, monolignola, koji nastaju u fenilpropanoidnom 
biosintetskom putu od zajedničkog prekursora aminokiseline L-fenilalanina (Slika 1.2) (Campbell and 
Sederoff 1996). Fenilpropanoidni put je pored lignina, izvor širokog spektra sekundarnih metabolita 
među kojima su flavonoidi, antocijanini i tanini. Ključan enzim u biosintezi fenilpropanoida je 
fenilalanin-amonijum-liaza (PAL) koja katalizuje prvi korak, deaminaciju L-fenilalanina do trans-
cinamata, prekursora svih fenolnih jedinjenja u biljkama (Hanson 1981; Lewis 1999). Stoga je PAL 
ključni enzim i veza između primarnog metabolizma aminokiselina i produkata sekundarnog 
metabolizma u biljkama (Dixon and Paiva 1995; Ritter and Schulz 2004). Monomeri lignina se 
sintetišu u citoplazmi a zatim transportuju u ćelijski zid, gde se vrši njihova oksidacija do radikalskih 
formi koje se spontano, unakrsno povezuju u polimere (Mayer and Staples 2002; Miao and Liu 2010). 
Oksidaciju vrše enzimi lakaze pomoću O2 kao i peroksidaze koje koriste H2O2 kao akceptor elektrona 
(Sterjiades et al. 1992). Mehanizam regulacije prostorno-vremenskog obrasca polimerizacije lignina je 
i dalje nepoznat (Tobimatsu and Schuetz 2019). 
 
Slika 1.2. Uprošćen model biosinteze lignina u biljkama. PAL (fenilalanin-amonijum-liaza), LAC (lakaza) i 
PRX (peroksidaza) su najvažniji enzimi koji učestvuju u ovom procesu. 
S obzirom da je sastavni deo enzima lakaze, koji je direktno uključen u biosintezu lignina, 
sadržaj bakra u biljkama neposredno utiče na količinu lignina. Pored lakaza, Cu utiče i na aktivnost 
peroksidaza, jer njihova aktivnost zavisi od drugog Cu-proteina, amino-oksidaze koja proizvodi H2O2 u 




pojava kod biljaka u uslovima nedostatka Cu. Smanjenje lignifikacije se dešava čak i kod umerenog 
nedostatka Cu, tako da je količina lignina indikator nutritivnog statusa Cu u biljkama (Robson et al. 
1981). S druge strane, akumulacija lignina je karakteristična pojava kod biljaka koje rastu u prisustvu 
bakra u višku (Moura et al. 2010). 
 
1.3 Usvajanje, transport i distribucija bakra 
Stopa usvajanja Cu spada među najniže u poređenju sa ostalim esencijalnim mikroelementima 
(Loneragan et al. 1981), dok sam mehanizam usvajanja bakra nije do kraja razjašnjen (Printz et al. 
2016). Istraživanja pokazuju da se usvajanje bakra, slično kao usvajanje gvožđa razlikuje kod 
monokotila i dikotila (Ryan et al. 2013). Smatra se da se usvajanje kod monokotila zasniva na 
kompleksaciji Cu sa fitosideroforama slično kao kod biljaka sa strategijom II usvajanja Fe (Ryan et al. 
2013). Strategija usvajanja Cu kod dikotila, kojima pripada i krastavac, podrazumeva redukciju Cu
2+
 
forme na plazma-membrani i usvajanje redukovanog oblika Cu
+
 visoko-afinitetnim transporterima, kao 
što je poznato za Strategiju I usvajanja Fe (Bernal et al. 2012; Jouvin et al. 2012; Ryan et al. 2013). 
Redukciju gvožđa i bakra obavljaju metaloreduktaze familije FRO (eng. Ferric Reductase Oxidase, 
FRO) čiji su članovi različito regulisani statusom gvožđa i bakra (Hassett and Kosman 1995; Martins et 
al. 1998; Mukherjee et al. 2006). Kada je otkriveno da je FRO2 u korenu odgovorna za redukciju 
gvožđa, pretpostavljena je i uloga ovog enzima u redukciji Cu (Yi and Guerinot 1996; Robinson et al. 
1999). Međutim, analizom transkriptoma arabidopsisa pokazano je da FRO4 i FRO5 imaju izrazito 
povišenu ekspresiju kod biljaka suočenih sa nedostatkom Cu (Bernal et al. 2012). Takođe, regulatorni 
regioni ovih gena sadrže iste motive kao i drugi geni uključeni u homeostazu Cu. FRO4 i FRO5 
funkcionišu na redundantan način i visoko su eksprimirani u vrhovima korenova, dok je u listu FRO4 
konstitutivno eksprimiran, a FRO5 snažno indukovan nedostatkom Cu (Bernal et al. 2012). 
1.3.1 Transporteri bakra 
Biljke koriste različite tipove transportera za usvajanje, translokaciju i distribuciju različitih 
formi Cu (Deng et al. 2013). Najznačajniji transporteri Cu
+
 forme su visoko-afinitetni transporteri 
COPT (eng. COpper Protein Transporter) koji pripadaju konzervisanoj familiji transportera bakra, 
prisutnoj kod svih eukariota (Dancis et al. 1994; Puig et al. 2002). Postoji nekoliko članova ove 
familije koji su locirani na plazma-membrani ali i u unutrašnjim membranama u ćeliji (Sancenón et al. 
2003; Puig 2014). Plazma-membranski COPT1 i COPT2 predstavljaju glavne regulatore usvajanja Cu 
u ćelije dok je COPT5 odgovoran za mobilizaciju Cu iz unutarćelijskih skladišta (Sancenón et al. 2003, 
2004). COPT1 je eksprimiran u vršnim regionima korena, u epidermalnim i ćelijama korteksa apikalne 
zone korena kao i meristemskoj zoni i zoni izduživanja ali i u kotiledonima, trihomama, polenovim 
zrnima i embrionima. Visoko je specifičan za redukovanu formu (Cu
+
) te je, stoga, ovaj transporter 
ključan za usvajanje Cu iz podloge (Sancenón et al. 2004). Ekspresija COPT1 je negativno regulisana 
statusom Cu u biljkama. COPT2 je eksprimiran u zelenim tkivima i reproduktivnim organima ali 
takođe i u zoni diferencijacije korena, u lateralnim korenovima i korenskim dlačicama (Sancenón et al. 
2003; Perea-García et al. 2013). Mutanti copt1 imaju visoko eksprimiran COPT2 ali koji može samo 
delimično da kompenzuje nedostatak i obezbedi ulazak Cu putem korena (Sancenón et al. 2004). 




nadzemnom delu, odnosno redistribuciju Cu iz listova ka reproduktivnim organima u uslovima 
nedostatka Cu (Jung et al. 2012; Garcia-Molina et al. 2013). COPT transporteri takođe učestvuju i u 
unutarćelijskom transportu Cu. COPT5 se nalazi na tonoplastu i odgovoran je za transport Cu iz 
vakuole i njegovu distribuciju između organa (Klaumann et al. 2011). Eksprimiran je najviše u korenu 
ali je prisutan i u izdanku biljke (Garcia-Molina et al. 2011). Vakuolarni eksport ima značajnu ulogu u 
alokaciji Cu do reproduktivnih organa kao i u homeostazi Cu na nivou cele biljke (Klaumann et al. 
2011). 
Transporteri familije ZIP (eng. ZRT, IRT-like Protein) transportuju različite dvovalentne 
katjone (Wintz et al. 2003). Najbolje okarakterisan član ove familije u biljkama je IRT1 (eng. Iron-
Regulated Transporter 1) koji je visoko-afinitetni transporter za Fe (Vert et al. 2002). ZIP transporteri 
predstavljaju glavne medijatore transporta Zn i njihova ekspresija je naročito regulisana statusom Zn 
(Grotz et al. 1998; Wintz et al. 2003). Međutim, pokazano je da ekspresija ZIP2 u korenu, i ZIP4 u 
korenu i listovima, zavisi od statusa Cu u biljkama (Wintz et al. 2003). Indukcija ekspresije ZIP2 i 
ZIP4 pokazana je u uslovima nedostatka Cu, dok je smanjenje ekspresije zapaženo kada je Cu prisutan 
u višku (Wintz et al. 2003; del Pozo et al. 2010). Tačna uloga ovih transportera u homeostazi Cu još 
uvek nije do kraja razjašnjena.  
Familija transportera NRAMP (eng. Natural Resistance-associated Macrophage Protein) je 
evoluciono konzervisana, prisutna kod prokariota i kod eukariota (Nevo and Nelson 2006). Po tipu 
spadaju u grupu simportera, koji pored protona transportuju različite metalne jone. Širok spektar 
selektivnosti i različita subćelijska lokalizacija ukazuje na njihovu značajnu ulogu u homeostazi metala. 
Za pojedine predstavnike transportera pokazan je visok afinitet za određen metal, kao što je NRAMP1 
u slučaj Mn (Cailliatte et al. 2010). Međutim, afinitet NRAMP transportera može zavisiti ne samo od 
vrste, nego i od relativne koncentracije dvovalentnih jona metala (Kaiser et al. 2003). Smatra se da su 
neki predstavnici NRAMP regulisani prisustvom viška metala kao što su Cu i Zn (Thomine and 
Schroeder 2004). 
Transporteri ATPaze P-tipa odnosno HMA (eng. Heavy Metal ATPases), mogu da transportuju 
jedno i dvovalentne metale. Prisutni su kod svih eukariota ali se kod biljaka značajno razlikuju kako po 
učestalosti tako i po selektivnosti, distribuciji i subćelijskoj lokalizaciji (Axelsen and Palmgren 1998; 
Williams and Mills 2005). HMA5 transportuje Cu iz ćelije u ekstracelularni prostor i stoga ima važnu 
ulogu u regulaciji sadržaja Cu u citosolu (Abdel-Ghany et al. 2005b). Visoka ekspresija u korenu 
ukazala je na ulogu HMA5 u procesu detoksifikacije viška Cu, tako što vrši efluks Cu jona iz ćelija 
korena (Andrés-Colás et al. 2006; Kobayashi et al. 2008). Takođe, smatra se da je upravo ovaj 
transporter odgovoran za ubacivanje Cu u ksilem i to u formi Cu
+
 tako da ima ulogu i u translokaciji 
Cu od korena do listova (Andrés-Colás et al. 2006; Deng et al. 2013). HMA6 odnosno PAA1 (eng. P-
type ATPase of Arabidopsis 1) je lokalizovan na membrani hloroplasta i ima ulogu u transportu Cu u 
hloroplaste (Shikanai et al. 2003). HMA8 (PAA2) se nalazi na membranama tilakoida i odgovoran je 
za transport Cu do plastocijanina (Abdel-Ghany et al. 2005b). HMA1 se, takođe, nalazi na membrani 
hloroplasta i omogućava alternativni put za ulazak Cu u hloroplaste a verovatno i vrši remobilizaciju 
Cu iz hloroplasta tokom senscencije (Seigneurin-Berny et al. 2006; Boutigny et al. 2014). HMA7 
odnosno RAN1 (eng. Responsive-to-Antagonist 1) dostavlja Cu u endoplazmatični retikulum gde je 





1.3.2 Transport bakra unutar ćelije 
S obzirom na visoku reaktivnost jona bakra, sprečavanje nepoželjnih interakcija Cu sa ćelijskim 
komponentama kao i pravilna distribucija Cu do targetnih proteina zahteva učešće pomoćnih proteina 
odnosno Cu-šaperona (Harrison et al. 1999; Huffman and O’Halloran 2001). Ovi proteini male 
molekulske mase vezuju metalne jone i omogućavaju njihovu ugradnju kao kofaktora putem protein-
protein interakcija sa ciljnim proteinom (Rosenzweig 2002). ATX1 (eng. Antioxidant Protein 1) je 
lociran u citosolu ćelija i smatra se da dostavlja Cu do HMA5 i tako učestvuje u efluksu Cu iz ćelija ali 
i translokaciji do listova (Andrés-Colás et al. 2006; Puig et al. 2007b; Shin et al. 2012). CCH (eng. 
Copper Chaperone) je nađen u vaskularnom tkivu i pretpostavlja se da ima ulogu u interćelijskom 
transportu Cu kroz simplast (Himelblau et al. 1998; Puig et al. 2007b). Akumulacija CCH tokom 
senescencije ukazala je da CCH može da vrši redistribuciju Cu iz senescentnih listova, prenoseći Cu 
kroz plazmodezme do floema (Mira et al. 2001). Šaperon za SOD, CCS (eng. Cu Chaperone for 
Superoxide dismutase) doprema Cu do sve tri izoforme Cu/Zn SOD i kolokalizuje sa svojim targetima 
(Culotta et al. 1997; Chu et al. 2005). Međutim, poznato je i da postoji CCS-nezavisan put aktivacije 
Cu/Zn SOD koji uključuje glutation i druge, za sada nepoznate faktore (Huang et al. 2012). COX17 
(eng. Cytochrome C Oxidase copper chaperone) je visoko konzervisani protein koji doprema Cu od 
citosola do intermembranskog prostora mitohondrija kako bi se formirao funkcionalan kompleks 
citohorom-c-oksidaze (Balandin and Castresana 2002). Postoje i drugi Cu-šaperoni koji učestvuju u 
homeostazi Cu u mitohondrijama (Horng et al. 2004; Radin et al. 2015), međutim, mehanizmi 
transporta bakra u mitohondrije su do sada malo proučavani i još uvek nisu sasvim razjašnjeni (Printz 
et al. 2016).  
Najvažniji proteini u hloroplastima koji zahtevaju Cu kao kofaktor jesu plastocijanin u lumenu 
tilakoida i CSD2 u stromi (Slika 1.3). Oko 30% ukupnog bakra u biljnoj ćeliji je prisutno u 
hloroplastima a od toga polovina je vezana za plastocijanin (Shikanai et al. 2003). Plastocijanin je 
nezamenljiv protein kod biljaka stoga ima prioritet za vezivanje Cu (Molina-Heredia et al. 2003; 
Weigel et al. 2003). Apoprotein se transportuje u hloroplaste kao nefoldovan polipeptid tako da tek 
nakon vezivanja Cu u lumenu, protein zauzima svoju konačnu konformaciju i stabilnost (Li et al. 
1990). ATPaze PAA1 na unutrašnjoj membrani hloroplasta i PAA2 na membrani tilakoida su 
neophodne za transport Cu do plastocijanina, dok je za transport Cu do CCS odnosno CSD2 u stromi, 
neophodno prisustvo samo PAA1 (Tabata et al. 1997; Shikanai et al. 2003; Abdel-Ghany et al. 2005b; 
Bernal et al. 2007). Dvostruki mutant paa1paa2 ne preživljava upravo zbog nemogućnosti da se Cu 
dostavi esencijalnom plastocijaninu (Weigel et al. 2003; Abdel-Ghany et al. 2005b). Kako se odvija 
dopremanje Cu do ovih transportera još uvek nije razjašnjeno ali se smatra da su uključeni dodatni Cu-
šaperoni ili drugi organski molekuli (Blaby-Haas et al. 2014; Aguirre and Pilon 2016).  
Vakuole u biljnoj ćeliji predstavljaju glavna mesta za skladištenje brojnih neorganskih i 
organskih jedinjenja ali i potencijalno toksičnih jedinjenja i metala. Istovremeno, vakuola vrši funkciju 
skladišta esencijalnih elemenata koji se po potrebi, u slučaju nedostatka, remobilišu. Oko 12% ukupnog 
bakra u ćeliji se nalazi u vakuoli (Klaumann et al. 2011). Još uvek nije poznat transportni put bakra u 
vakuolu, dok je za transport iz vakuole odgovoran COPT5 (Andrés-Colás et al. 2006; Klaumann et al. 







Slika 1.3. Shema transportnih puteva i lokalizacija bakra u biljnoj ćeliji. Strelice pokazuju pravac transporta 
bakra, koji je prikazan kao svetlo plavi krugovi, u različitim ćelijskim kompartmanima. Cu-transporteri su 
predstavljeni naranžastom bojom (COPT, ZIP, YSL, HMA), Cu-šaperoni ljubičastom bojom (CCS, CCH, ATX, 
COX17), Cu-proteini plavom bojom (CSD1-citosolna Cu/Zn superoksid-dismutaza; CSD2-hloroplastna Cu/Zn 
superoksid-dismutaza; CSD3-peroksizomalna Cu/Zn superoksid-dismutaza; PC-plastocijanin; PPO-polifenol-
oksidaza; CCOX-citohrom-c-oksidaza; ETR-receptor za etilen; LAC-lakaza; PlC-plantacijanin; AmO-amino-
oksidaza; AsO-askorbat-oksidaza) dok su metalotioneini (MT) označeni zelenom bojom. Slika modifikovana 
prema Yruela (2009). 
1.3.3 Transport kroz stablo i distribucija bakra u nadzemnom delu biljke 
Regulacija ksilemskog transporta predstavlja ključan mehanizam kontrole translokacije 
mineralnih elemenata do listova. ATPaza HMA5 je lokalizovana u vaskularnom tkivu korena i smatra 
se odgovornom za transport Cu u ksilem (Deng et al. 2013). Mutanti hma5 se odlikuju povećanom 
akumulacijom Cu u korenu i istovremeno smanjenom translokacijom do listova (Andrés-Colás et al. 
2006; Deng et al. 2013). S obzirom da HMA5 transportuje Cu u obliku Cu
+
, tokom procesa 
translokacije verovatno se vrši reoksidacija jer je pokazano da se bakar kroz ksilem transportuje u 
formi Cu
2+
 vezan za helator (Ryan et al. 2013). Evidentno je da postoje razlike između dikotila i 
monokotila kako u usvajanju Cu tako i u transportu do listova. Ulazak bakra u ćelije u listovima 




 pomoću FRO4/5 reduktaze a koja prethodi usvajanju 
Cu
+
 COPT transporterima (Bernal et al. 2012; Ryan et al. 2013). Nasuprot, kod monokotila nisu nađeni 
redukcioni mehanizmi, stoga se smatra da se transport Cu do listova kao i usvajanje u listovima odvija 
u vidu Cu
2+
 vrste (Ryan et al. 2013). Na osnovu rezultata svojih istraživanja Foy je još 1978. godine 
pretpostavio da se bakar ksilemom transportuje vezan za tada neidentifikovanu poliaminokarboksilnu 




ne samo u ksilemu nego i u floemu (Stephan et al. 1994; Pich and Scholz 1996). Nikocijanamin je 
neproteinska aminokiselina koja se sintetiše od S-adenozilmetionina pomoću enzima nikocijanamin-
sintaze (NAS). U daljem biosintetskom putu samo kod monokotila, pomoću nikocijanamin-
aminotransferaze (NAAT) ali i drugih enzima od NA, nastaje deoksimugineinska kiselina (DMA), 
primarni predstavnik familije fitosiderofora koje predstavljaju glavne helatore za usvajanje i transport 
metala kao što su Fe i Cu kod monokotila, tj. biljaka Strategije II (Slika 1.4) (Shojima et al. 1989, 
1990; Higuchi et al. 1995).  U ksilemu pirinča detektovan je Cu-DMA kompleks i upravo se DMA 
smatra glavnim helatorom Cu u ksilemu kod monokotila (Ando et al. 2013). Pored NA, aminokiselina 
histidin (His) ima izražen afinitet za vezivanje Cu, što se ogleda u visokoj asocijacionoj konstanti 
(logK17.5) Cu-His kompleksa (May et al. 1977). Stoga, His može da bude kompetitivni ligand za Cu u 
ksilemu i floemu (Pich and Scholz 1996). U floemu pirinča su detektovani Cu(II)-NA i Cu(II)-His 
kompleksi (Ando et al. 2013). 
 
 
Slika 1.4. Biosintetski put nikocijanamina (NA), koji je prisutan kod svih biljaka i deoksimugineinske kiseline 
koji postoji samo kod biljaka Strategije II. NAS - nikocijanamin-sintaza, NAAT - nikocijanamin-
aminotransferaza, DMAS - sintazа deoksimugineinske kiseline. Slika modifikovana prema Haydon and Cobbett 
(2007). 
 
Za transport metala putem NA-metal, kao i DMA-metal kompleksa odgovorni su YSL 
transporteri (eng. Yellow Stripe-Like) koji pripadaju familiji transportera simport tipa nađenih kod 
biljaka, gljiva i bakterija (Yen et al. 2001; Colangelo and Guerinot 2006). Kod arabidopsisa je 
pokazano da su AtYSL1, AtYSL2 i AtYSL3 eksprimirani u perenhimskim ćelijama vaskularnog tkiva i 
da imaju ulogu u lateralnom transportu Fe, Zn i Cu ksilemom, distribuciji metala u listovima, 
remobilizaciji Cu i Zn tokom senescencije kao i snabdevanju semena esencijalnim elementima 
(DiDonato et al. 2004; Schaaf et al. 2005; Waters et al. 2006; Chu et al. 2010). Kod monokotila je 
pokazano da je YSL16 specifičan transporter za Cu-NA kompleks koji je neophodan za distribuciju Cu 
floemom do mladih tkiva u razvoju kao i semena, ali i pravilno sazrevanje polena (Zheng et al. 2012; 




1.4 Regulacija homeostaze bakra kod biljaka 
Mnoge ključne komponente koje učestvuju u homeostazi bakra kod biljaka su evolutivno 
konzervisane. Smatra se da su prvobitni faktori uključeni u taj proces imali ulogu u detoksifikaciji Cu 
pre nego što je Cu postao esencijalan element u metabolizmu (Burkhead et al. 2009). Postanak Cu u 
živim sistemima se vezuje za period nastanka aerobnog načina života, kada je povećanje akumulacije 
kiseonika u atmosferi uslovilo smanjenje rastvorljivih oblika gvožđa, koje je do tada imalo glavnu 
ulogu u katalitičkim procesima i redoks reakcijama (Harrison and Hoare 1980; Chapman and Schopf 
1983). Formiranje nerastvorljivih Fe(III)oksida a s druge strane oslobađanje rastvorljivog Cu
2+
 iz 
nerastvornih soli sulfida, uslovilo je progresivnu zamenu Fe u biološkim molekulima sa Cu, koji može 
da obavlja slične funkcije (Kaim and Rall 1996). To je razlog zašto mnogi Cu-proteini imaju svoje 
funkcionalne parnjake koje sadrže Fe kao kofaktor i zašto mogu poslužiti kao zamena u slučaju deficita 
jednog od ova dva elementa (Merchant et al. 2006; Burkhead et al. 2009). Tokom evolucije pojavile su 
se kompleksnije uloge Cu u biološkim sistemima a istovremeno i mehanizmi za strogu regulaciju 
usvajanja, distribuciju i zaštitu od prisustva Cu u višku (Festa and Thiele 2011). Mašinerija za 
regulaciju homeostaze Cu u biljkama je naročito kompleksna, u poređenju sa drugim carstvima, kako 
zbog prisustva mitohondrija i hloroplasta tako i zbog sesilnog načina života kao i mnogobrojnih Cu-
proteina koji su jedinstveni za biljke (Festa and Thiele 2011). 
Mehanizmi za regulaciju usvajanja i distribuciju bakra u biljkama su neophodni kako bi se 
uskladile trenutne potrebe biljaka za Cu koje zavise od uslova rasta, cirkadijalnog ritma kao i razvojnog 
stadijuma. Razumevanje regulacije homeostaze Cu proisteklo je iz istraživanja na arabidopsisu u 
uslovima nedostatka Cu kao i na algama i kvascu kao model sistemima za proučavanje homeostaze Cu. 
Homeostaza bakra se reguliše promenama u ekspresiji gena i proteina koji su uključeni u metabolizam 
bakra. Regulacija obuhvata sve nivoe: transkripcioni, preko regulacije količine sintetisanih transkripata, 
obrade iRNK, post-transkripcioni - putem regulacije stabilnosti i razgradnje iRNK, translacioni i post-
translacioni nivo.  
1.4.1 Transkripciona regulacija ekspresije gena uključenih u metabolizam bakra 
Preduslov za transkripcionu regulaciju jeste postojanje Cu-responsivnih elemenata (CuRE) u 
promotorima gena i transkripcionih faktora (TF) koji prepoznaju te sekvence (Radisky and Kaplan 
1999). Najvažniji TF uključen u održavanje homeostaze Cu pripada SPL (eng. SQUAMOSA Promoter-
binding protein-Like) familiji TF koji sadrže visoko konzervisane DNK-vezujuće domene i prepoznaju 
GTAC sekvence u okviru promotra gena koje regulišu (Cardon et al. 1999; Kropat et al. 2005; 
Yamasaki et al. 2009). SPL7 interaguje sa drugim TF koji su odgovorni za regulaciju fotoreceptora i 
fotomorfogenezu što potvrđuje da je prostorno-vremenska regulacija Cu homeostaze deo integralnog 
ćelijskog cirkadijalnog sistema (Perea-García et al. 2010; Zhang et al. 2014). Istraživanja na mutantima 
arabidopsisa su pokazala da SPL7 reguliše ekspresiju COPT1, COPT2, ZIP2 i YSL2 (Yamasaki et al. 
2009). Međutim, treba naglasiti da nisu svi geni koji su uključeni u homeostazu Cu regulisani pomoću 
SPL7. Generalno, ekspresija gena koji kodiraju Cu-proteine zavisi prvenstveno od statusa Cu u 
ćelijama. U uslovima nedostatka Cu, povećava se ekspresija gena čiji su proteinski produkti odgovorni 
za usvajanje Cu a to su COPT1/2/6 kao i FRO4/5 dok je nivo ekspresije Cu/ZnSOD izoformi, CSD1 i 




2012; Garcia-Molina et al. 2014). Cu-šaperoni su, takođe, regulisani na transkripcionom nivou (Abdel-
Ghany et al. 2005a; Puig et al. 2007b). Međutim, ekspresija plastocijanina, esencijalnog gena kod 
biljaka, nije promenjena u uslovima nedostatka Cu kod arabidopsisa (Abdel-Ghany and Pilon 2008). 
HMA5 i COPT1 su suprotno regulisani statusom Cu. Ekspresija HMA5 je povišena kada je Cu 
prisutan u višku dok je ekspresija COPT1 snižena, što ukazuje na postojanje mehanizma povratne 
sprege koji regulišu unos i izbacivanje Cu iz ćelije (Andrés-Colás et al. 2006). Takođe, višak Cu 
dovodi do snižene ekspresije COPT2 dok COPT5 nije regulisan nivoom Cu kod arabidopsisa (Garcia-
Molina et al. 2011; Perea-García et al. 2013; Puig 2014). Ekspresija CCH je snižena a ATX1 povišena 
kao odgovor na višak Cu (Himelblau et al. 1998; Puig et al. 2007b; Shin et al. 2012). Takođe, 
ekspresija CCS nije promenjena uprkos višku Cu (Trindade et al. 2003; Schiavon et al. 2007), dok su 
CSD1 i CSD2 povišeno eksprimirani (Sunkar et al. 2006; Khandekar and Leisner 2011; Lu et al. 2011; 
Leng et al. 2017). Nasuprot, pokazano je da je nivo ekspresije transportera PAA1, PAA2 kao i PC 
snižen kod arabidopsisa tretiranog viškom Cu (Bernal et al. 2007; Schiavon et al. 2007).  
1.4.2 Post-transkripciona regulacija genske ekspresije putem mikro RNK 
Mikro RNK (miRNK) su klasa malih, 20-24 nukleotida dugih, nekodirajućih RNK molekula, 
evolutivno konzervisanih, koji imaju ključnu ulogu u post-transkripcionoj regulaciji genske ekspresije 
kod eukariota (Jones-Rhoades and Bartel 2004). miRNK obavljaju svoju funkciju putem baznog 
sparivanja sa komplementarnom iRNK. Za razliku od drugih eukariota, kod kojih se sparivanje dešava 
u netranslirajućem regionu (3’UTR) i na taj način se blokira translacija, kod biljka se sparivanje 
najčešće dešava u protein-kodirajućem segmentu a ciljna iRNK se vodi u degradaciju. Na ovaj način se 
vrši post-transkripciona regulacija oko 30% inducibilnih biljnih gena, dok se housekeeping geni ne 
regulišu na ovaj način. Regulišući svoje target gene, biljne miRNK ostvaruju ulogu u brojnim 
biološkim procesima uključujući rast i procese razvića, determinaciju ćelijskog identiteta kao i signalnu 
transdukciju (Reinhart et al. 2002; Bartel 2004; Bonnet et al. 2004). Pored toga, miRNK su važni 
regulatori uključeni u odgovor na abiotički stres (Sunkar and Zhu 2004). Pokazano je da čak i 
tranzijentna promena u ekspresiji miRNK tokom stresa može da ima izrazite fiziološke efekte (Sunkar 
et al. 2012). miRNK mogu da funkcionišu kao pozitivni i negativni regulatori u zavisnosti od tipa stresa 
kao i na tkivno-specifičan, genotip-specifičan ili species-specifičan način (Patel et al. 2019). 
Transkripcioni faktor SPL7 je uključen u aktivaciju transkripcije specifičnih miRNK koje 
regulišu ekspresiju gena koji kodiraju mnoge Cu-proteine stoga su one nazvane Cu-miRNK. Kod spl7 
mutanta arabidopsisa, miR397, miR398, miR408 i miR857 nisu detektovane čak ni u uslovima deficita 
Cu, iako ekspresija ovih miRNK direktno zavisi od bioraspoloživosti Cu (Yamasaki et al. 2009). Cu-
miRNK su relativno konzervisane među biljnim miRNK (Axtell and Bowman 2008; Cuperus et al. 
2011). Sem pomenutih, postoje i druge miRNK za koje je pokazano da imaju ulogu u metabolizmu Cu 
u nekim biljnim vrstama (Pilon 2017). 
miR398 je visoko konzervisana u biljkama i to je prva miRNK za koju je potvrđen target kod 
arabidopsisa (Sunkar and Zhu 2004; Sunkar et al. 2006). Targeti miR398 su: Cu/Zn SOD, citosolna 
CSD1 kao i plastidna CSD2, COX5b-1 subjedinica citohrom-c-oksidaze kao i šaperon CCS (Bonnet et 
al. 2004; Jones-Rhoades and Bartel 2004; Sunkar and Zhu 2004; Beauclair et al. 2010). S obzirom da 
reguliše Cu/Zn SOD, koji je deo antioksidativne zaštite, pokazano je da je miR398 uključena u odgovor 
na različite biotičke i abiotičke stresore koji izazivaju oksidativni stres, kao što su stres teškim 




Zhu et al. 2011). Kada je količina Cu u ćeliji limitirana, ekspresija miR398 je povišena što rezultuje 
smanjenjem nivoa targetnih transkripata (Yamasaki et al. 2007; Abdel-Ghany and Pilon 2008). S druge 
strane, ekspresija miR398 je snižena u prisustvu Cu u višku, što je važno za indukciju CSD1 i CSD2 u 
uslovima oksidativnog stresa (Sunkar et al. 2006). Indukcija Cu/Zn SOD u takvim uslovima može biti 
značajna za uklanjanje viška Cu s obzirom da je ovaj protein jedan od glavnih depoa Cu u ćeliji 
(Yamasaki et al. 2007; Ding and Zhu 2009). Međutim, CSD2 može biti regulisana nezavisno od 
miR398. Povišena ekspresija miR398-rezistentene CSD2 rezultovala je povećanjem te forme nasuprot 
regularnoj, što je dovelo generalno do veće tolerancije arabidopsisa na stres teškim metalima (Sunkar et 
al. 2006). 
miR408 je visoko konzervisana u biljkama (Sunkar and Zhu 2004; Zhang and Li 2013). Targeti 
miR408 su lakaze LAC3, LAC12 i LAC13, zatim fitocijanini: plantacijanin i uklacijanin (Abdel-Ghany 
and Pilon 2008). Stoga je uloga ove miRNK u pravilnom vegetativnom razviću kao i odgovoru na 
različite faktore stresa (Zhang and Li 2013; Zhang et al. 2014; Ma et al. 2015a). Regulacija ekspresije 
miR408 se odvija ne samo putem SPL7 TF nego i drugih TF tako da miR408 koordinisano reguliše 
odgovor na raspoloživost bakra i diurnalni ciklus (Zhang et al. 2014). Ova miRNK ima ulogu 
integratora signala iz spoljašnje sredine u cilju prioritetnog dostavljanja Cu hloroplastima (Zhang and 
Li 2013; Zhang et al. 2014). Istraživanja uloge miR408 u različitim abiotičkim stresovima su pokazala 
da je miR408 diferencijalno eksprimirana u uslovima izloženosti niskim temperaturama, suši i 
oksidativnom stresu (Sunkar and Zhu 2004; Trindade et al. 2010; Sunkar et al. 2012; Jovanović et al. 
2014). Na osnovu ovih eksperimenata zaključeno je da je funkcija miR408 pre u finom podešavanju 
genske ekspresije nego kao on/off mehanizam (Ma et al. 2015a). 
miR397 je konzervisana kod biljaka. Targeti miR397 su geni koji pripadaju familiji lakaza, pre 
svega LAC2, LAC4 i LAC17 (Jones-Rhoades and Bartel 2004). Kod topole je pokazano da ova miRNK 
može da targetuje čak 29 od 49 gena koje kodiraju lakaze (Lu et al. 2013). Stoga se miR397 smatra 
negativnim regulatorom sadržaja lignina u biljkama (Lu et al. 2013; Wang et al. 2014). 
miR857 nije široko zastupljena kod biljaka a njen target je, takođe, lakaza, LAC7 (Fahlgren et 
al. 2007). miR857 je nađena u vaskularnom tkivu u svim delovima biljke stoga je zaključeno da je 
njena uloga u formiranju ćelijskog zida vaskularnog tkiva (Zhao et al. 2015). 
miR528 je nađena kod monokotila. Smatra se da ima više targeta koji su uključeni u redoks-
procese među kojima su lakaze, askorbat-oksidaze i polifenol-oksidaze (Wu et al. 2017; Sun et al. 
2018b; Zhu et al. 2020). 
miR1444 je nađena kod topole a targetuje polifenol-oksidazu (Lu et al. 2005). Najviša 
ekspresija ove miRNK je nađena u listovima (Lu et al. 2011). Biotički stresni faktori koji uzrokuju 
oštećenja lista dovode do povećanja ekspresije PPO, dok se u uslovima nedostatka Cu to ne dešava 
upravo zbog akumulacije miR1444 (Ravet et al. 2011). 
1.4.3 Regulacija preraspodele bakra u biljnoj ćeliji 
miRNK sinhronizovano regulišu ekspresiju gena koji kodiraju Cu-proteine u cilju ekonomične 
raspodele Cu u uslovima nedostatka ovog elementa (Slika 1.5). Naime, snižena ekspresija 
neesencijalnih Cu-proteina putem miRNK omogućava efikasnije korišćenje ograničene količine Cu i 




and Pilon 2007; Burkhead et al. 2009). Neesencijalni Cu-proteini se zamenjuju funkcionalnim 
parnjacima a najbolji primer za to je koordinisano regulisana ekspresija Cu/Zn SOD i Fe SOD 
izoenzima u zavisnosti od raspoloživosti metala u biljkama (Nagae et al. 2008). Proteinski nivo PC kao 
i nivo proteina i transkripata Cu/Zn SOD and Fe SOD dobri su indikatori statusa Cu u biljkama (Cohu 
and Pilon 2007; Abdel-Ghany and Pilon 2008). Kada je Cu u optimalnim koncentracijama, CSD1 i 
CSD2 su eksprimirane u svim delovima biljke. U uslovima nedostatka Cu, ekspresija miR398 je 
povišena što rezultuje smanjenjem transkripata CSD1 i CSD2 a istovremeno gen koji kodira Fe SOD je 
povišeno eksprimiran (Yamasaki et al. 2007; Abdel-Ghany and Pilon 2008). Regulacija ekspresije 
neesencijalnih Cu-proteina, čije transkripte targetuje miR408, takođe, utiče na usmeravanje 
raspoloživog Cu ka plastocijaninu (Zhang et al. 2014). 
 
Slika 1.5. Regulatorna mreža Cu-miRNK i njihovih targeta. Regulacija ekspresije ciljnih targeta zavisi od nivoa 
Cu u ćelijama (zeleni kvadrati označavaju povišenu ekspresiju a crveni sniženu) u cilju preusmeravanja Cu ka 
plastocijaninu i održavanja njegove funkcije. PC-plastocijanin, LAC-lakaza, CSD1 i CSD2-citosolna i plastidna 
Cu/Zn SOD. 
 
miR398 i miR408 su sveprisutne u biljkama i pripadaju evolutivno najočuvanijim miRNK 
(Sunkar et al. 2006; Axtell and Bowman 2008; Zhang and Li 2013), dok su ostale miRNK koje regulišu 
Cu-proteine nađene ili u pojedinim delovima biljke ili samo kod nekih vrsta (Wang et al. 2014; Zhao et 
al. 2015). Jasno je da ove miRNK imaju ulogu u homeostazi Cu ali smisao njihovog evolutivnog 
nastanka još uvek nije razjašnjena (Pilon 2017). Zanimljivo je da ne postoje miRNK koje regulišu 
metaloproteine čiji su kofaktori Fe, Zn ili Mn. Evolutivni razvoj Cu-miRNK kao i njihova visoka 
konzervisanost teško da se mogu objasniti kao adaptacija na postojanje zemljišta sa nedostatkom Cu s 
obzirom da su zastupljenija zemljišta kojima nedostaje Fe ili Zn (Pilon 2017). Čini se verovatnijim da 
je visoka reaktivnost Cu jona i jake koordinacione veze sa proteinima, uslovila potrebu za nastankom 
ovakvog tipa regulacije samo u slučaju Cu. 
Količina Cu u biljkama direktno utiče na aktivaciju TF SPL7 koji reguliše ekspresiju miR398 i 
miR408. Međutim, promenjena ekspresija ove dve miRNK je zabeležena i u drugim abiotičkim i 
biotičkim stresnim uslovima. Pretpostavlja se da različiti stresori utiču na promenu ćelijskog pula Cu ili 




promena u rastu tkiva što odvodi do efekta razblaživanja Cu u biljnim tkivima (Pilon 2017). Moguće da 
su u ovaj proces uključeni i drugi regulatori. Kod arabidopsisa je pokazano da je SPL7 eksprimiran u 
određenim tipovima ćelija u korenu i listovima i da lokalno detektuje promene u novou Cu a ta 
informacija se prenosi na susedne ćelije (Araki et al. 2018). miRNK mogu da migriraju kroz 
plazmodezme i tako prenose informaciju od ćelije do ćelije. 
S druge strane, nema mnogo podataka o ulozi miRNK u uslovima viška Cu. S obzirom da je Cu 
u višku izrazito fitotoksičan i da može istisnuti druge elemente iz svojih aktivnih centara, moguće je da 
Cu-miRNK učestvuju ne samo u odbrani od oksidativnog stresa nego i povećanju ekspresije Cu-
proteina koji predstavljaju depoe Cu u ćelijama i tako uklanjaju višak Cu jona.  
1.4.4 Translacioni i post-translacioni mehanizmi regulacije ekspresije gena 
Translacioni i post-translacioni mehanizmi regulacije ekspresije gena, uključenih u homeostazu 
bakra, karakteristični su za sisarske ćelije a podrazumevaju endocitozu i degradaciju proteina koji vrše 
usvajanje Cu (Rutherford and Bird 2004). Regulacija translacije putem miRNA kod biljaka je novo 
polje istraživanja (Echevarría-Zomeño et al. 2013). Smatra se miR398 može da vrši inhibiciju 
translacije CCS kao i CSD2 iRNK (Dugas and Bartel 2008; Beauclair et al. 2010). Inhibicija translacije 
umesto degradacije iRNK se može dešavati ukoliko komplementarno sparivanje miR-iRNK nije 
perfektno, što je karakterisitično za animalne miRNK (Zhu et al. 2011). 
Iako je nivo proteina PC smanjen u uslovima nedostatka Cu, količina transkripta nije 
promenjena jer se post-transkripciona regulacija ovog gena ne dešava putem miRNK. Podaci ukazuju 
da akumulacija PC u arabidopsisu zavisi od translacije ili regulacije proteinske stabilnosti (Abdel-
Ghany and Pilon 2008). 
1.5 Bakar u zemljištu 
Zastupljenost bakra u zemljinoj kori je u opsegu od 3 do 100 mg/kg (ppm), sa prosečnom 
koncentracijom od oko 55 mg/kg. To je približno vrednostima za cink (70 ppm), a znatno manje u 
poređenju sa gvožđem (50 000 ppm), aluminijumom (Al) (81 000 ppm) ili manganom (950 ppm) 
(Misra 2000). Bakar u zemljišnom rastvoru može biti prisutan u vidu slobodnog jona, kompleksiran u 
formi izmenjivog katjona ili čvrsto vezan sa organskom materijom i mineralima (Barber 1995; Kabata-
Pendias and Pendias 2001). Bioraspoloživost bakra u najvećoj meri zavisi od fizičko-hemijskih osobina 
zemljišta, kao i bioloških procesa u rizosferi. Obzirom da bakar u zemljištu lako precipitira sa 
sulfidima, karbonatima i hidroksidima, u zemljištu je najčešće imobilisan tako da je svega 20% 
ukupnog bakra bioraspoloživo (Marschner 1995; Kabata-Pendias and Pendias 2001). Bakar pokazuje 
jak afinitet prema organskoj materiji, stoga se zemljišta sa visokim procentom organske materije, kao i 
peskovita i karbonatna zemljišta odlikuju smanjenom dostupnošću Cu za biljke, odnosno karakterišu se 
nedostatakom Cu (Martens and Westermann 1991). Na dostupnost svih mikroelemenata (osim 
molibdena) utiče pH reakcija zemljišnog rastvora. Sa povećanjem pH vrednosti zemljišta (alkalna 
sredina) dostupnost bakra se smanjuje što je posledica njegovog vezivanja za različite komponente 
zemljišta. S druge strane, kisela zemljišta povećavaju količinu Cu
2+
 jona u zemljišnom rastvoru 




poljoprivrednim zemljištima najčešće se kreće u opsegu od 5 do 30 mg/kg (Adriano 2001). Međutim, 
različite antropogene aktivnosti doprinele su povećanju koncentracije Cu u zemljištu, kao što su 
industrija, pre svega eksploatacija i prerada ruda i rudna jalovišta, nepravilno odlaganje otpada, 
različite urbane aktivnosti, upotreba otpadnih voda i stajnjaka u poljoprivredi, prekomerna upotreba 
veštačkih đubriva, a naročito upotreba fungicida na bazi Cu (Kabata-Pendias and Pendias 2001; Pilon-
Smits and Pilon 2002). Kontinuirana upotreba Bordovske mešavine [CuSO4‧5 H2O + Ca(OH)2] još od 
19. veka za suzbijanje biljnih patogena, zbog niske cene i visoke rastvorljivosti u vodi, dovela je do 
akumulacije Cu u poljoprivrednim zemljištima  (Mengel and Rehm 2000; Wayne Richardson 2000). 
Primena Cu-fungicida je folijarna ali ispiranjem sa listova kao i mineralizacijom ostataka biljne mase, 
Cu dospeva i akumulira se u zemljištu (Flores-Velez et al. 1996). Upravo iz tog razloga mnoga 
poljoprivredna zemljišta su dostigla maksimalno prihvatljiv nivo Cu u zemljištu. Naročito učestala 
praksa koršćenja Bordovske mešavine kao efikasnog sredstva za odbranu vinove loze od pepelnice 
dovela je do povećanja koncentracije Cu u vinogradima od 200 do 500 mg/kg (Brun et al. 1998), a u 
nekim Evropskim zemljama dostigla je vrednosti i preko 1000 mg/kg, što predstavlja problem za dalje 
gajenje vinove loze (Flores-Velez et al. 1996; Chaignon et al. 2003; Alloway 2013). Maksimalne 
izmerene koncentracije Cu na lokalitetima u tropskim klimatskim uslovima su i preko 3000 mg/kg 
(Mirlean et al. 2007). Takva zemljišta su postala neadekvatna za dalju upotrebu u vinogradarstvu i 
stoga napuštena, što ima za posledicu gubitke u ovoj važnoj grani poljoprivrede koja je procenjena na 
više od 300 milijardi dolara (https://www. coherentmarketinsights.com/market-insight/wine-market-
940). Napuštanje vinograda naročito na padinama, dovelo je do intenzivne erozije zemljišta a time i 
disperzije polutanta u životnu sredinu (Fernández-Calviño et al. 2008). Bakar iz površinskih slojeva 
zemljišta spiranjem dospeva u dublje slojeve sve do podzemnih voda, što govori o višestrukim 
ekotoksikološkim posledicama prekomerne upotrebe Cu-fungicida (Komárek et al. 2010).  
1.6 Bakar u biljkama 
Potrebe biljaka za bakrom variraju među različitim vrstama, a čak postoje razlike i između 
varijeteta iste vrste, a zavise i od stadijuma razvića biljke (Vinit-Dunand et al. 2002; Mantovi et al. 
2003). Različiti spoljašnji faktori mogu uticati na varijacije u sadržaju Cu u biljkama, pre svega 
dostupnost samog Cu ali i drugih esencijalnih elemenata. Prema Epstein and Bloom (2005), 
koncentracija bakra u biljkama se kreće u opsegu 2-50 µg/g suve mase (ppm), pri čemu je 6 µg/g 
utvrđeno kao prosečna količina u izdancima. Najčešće, simptomi nedostatka se javljaju kada je 
koncentracija Cu manja od 5 µg/g u vegetativnom tkivu, dok se toksični efekti uočavaju pri 
koncentraciji preko 20 µg/g SM i većoj, u tom istom tkivu kod najvećeg broja biljnih vrsta (Thiel and 
Finck 1973; Von Hodenberg and Finck 1975; Loneragan et al. 1981; Marschner 1995). 
Neke biljne kulture su izrazito osetljive na nedostatak Cu, kao što je pšenica, raž ili lucerka dok 
kukuruz, ječam i šećerna repa pokazuju umerenu osetljivost (Alloway and Tills 1984; Barker and 
Pilbeam 2007). S druge strane, biljne vrste koje tolerišu visoke koncentracije Cu u svojim tkivima i 
koje mogu da akumuliraju znatno veće količine Cu pripadaju hiperakumulirajućim vrstama. 
Postoji veliki broj vrsta hiperakumulatora metala kao što su kadmijum (Cd), Zn, Ni, Co, koji se 
u izdancima mogu naći u koncentracijama koje višestruko premašuju toksične granice za druge biljne 
vrste. Biljke hiperakumulatori metala su evoluirale tako da jako dobro uspevaju kada je koncentracija 
metala visoka, i smatra se da je biološki smisao hiperakumulacije zaštita biljaka od herbirvora i 




svega 24 biljne vrste koje mogu da akumuliraju Cu u koncentraciji od preko 300 µg/g ukupne SM. To 
su predstavnici familija Cyperaceae, Lamiaceae, Poaceae i Scrophulariaceae (Brooks 1998). U 
centralnoj Africi, u oblastima prirodno bogatim bakrom pronađene su vrste koje mogu da akumuliraju 
do 4 mg/g Cu (Reeves et al. 2000). Vrsta koja je nađena na kontaminiranom zemljištu u centralnoj 
Kini, Elsholtzia splendens Nakai, može da sadrži i preko 16 mg/g SM i ima izrazit potencijal za 
fitoremedijaciju (Jie Yang et al. 2002). Međutim, pravi hiperakumulatori koji rastu u uslovima visokih 
koncentracija Cu, bez simptoma toksičnosti, nisu eksperimentalno dokazani (Lange et al. 2017). Većina 
Cu-tolerantnih biljka su u ekofiziološkom smislu ekskluderi, jer poseduju ograničenu sposobnost 
translokacije metala u nadzemni deo, i ne ispunjavaju osnovni princip hiparakumulacije, a to je da 
akumulacija Cu nije dozno-zavisna, odnosno da ne prati količinu Cu u podlozi (Macnair 1981; Schat et 
al. 1993; Song et al. 2004; Chipeng et al. 2010; Van der Ent et al. 2013). Imobilizacija Cu putem 
efikasnog kompleksiranja kao i mehanizmi sekvestracije su u pozadini tolerancije biljaka koje 
akumuliraju Cu (Lange et al. 2017). Molekularni mehanizmi koji su u osnovi visoke akumulacije Cu 
nisu sasvim razjašnjeni. 
1.6.1 Deficit bakra u biljkama 
Biljke koje sadrže Cu u koncentracijama koje su niže od optimalnih za njihov rast i razviće, 
pokazuju morfološke promene koje mogu biti specifične za vrstu i zavise od stepena nedostatka 
(Reuther and Labanauskas 1966). Simptomi nedostatka bakra kod biljaka javljaju se najpre na mladim 
listovima i reproduktivnim organima u vidu smanjenja biomase, hloroze mladih listova, sušenja i 
uvijanja listova po obodu, oštećenje apikalnog meristema, kao i slabog razvoja ploda (Rahimi and 
Bussler 1973; Brennan and Bolland 2003). Nedostatak Cu smanjuje razvoj i vijabilost polenovih zrna 
kao i produkciju semena i plodova (Marschner 1995). Sekundarna posledica nedostatka Cu može biti 
smanjen transport vode uzrokovan smanjenjem lignifikacije ćelijskih zidova nekoliko tipova tkiva, 
uključujući i ksilem, što za posledicu ima gubitak turgora i venenje uprkos adekvatnoj snabdevenosti 
vodom (Reuther and Labanauskas 1966; Loneragan et al. 1981). Simptomi nedostatka su u direktnoj 
vezi sa fiziološkom ulogom Cu u metabolizmu biljaka. Smanjenje fiksacije CO2, uticaj na transport 
elektrona zbog smanjenja količine plastocijanina, dezintegracija tilakoidnih membrana hloroplasta, 
smanjena aktivnost ili potpun izostanak drugih Cu-proteina: askorbat-oksidaze, polifenol-oksidaze, 
citohrom-c-oksidaze, diamin-oksidaze i Cu/Zn superoksid-dismutaze, su uobičajeni simptomi 
nedostatka Cu kod biljaka (Loneragan et al. 1981; Droppa et al. 1984; Yruela 2009). Kao odgovor 
biljke na nedostatak Cu, dešavaju se višestruke promene na molekularnom nivou. Strategija biljaka 
obuhvata promene u ekspresiji gena odgovornih za usvajanje Cu, zatim prioritizacija tj. preusmeravanje 
dostupnog Cu ka esencijalnim metaboličkim putevima, kao i zamena drugim metaloproteinima koji 
imaju slične ili preklapajuće funkcije (Puig et al. 2007a). 
Nedostatak mikroelemenata u jestivim delovima biljaka kod konzumenata, životinja i ljudi, ima 
za posledicu fenomen koji je pozant kao “skrivena glad” (White and Broadley 2009). Oplemenjivanje 
biljaka putem konvencionalne selekcije ili genetičkom modifikacijom biljaka u cilju dobijanja 
genotipova koji su efikasniji u sposobnosti usvajanja i akumulacije Cu kao i upotrebom đubriva koja 




1.6.2 Toksičnost bakra kod biljaka 
Pre nego što je identifikovan kao esencijalni element, bakar je prepoznat kao toksičan za biljke 
(Reuther and Labanauskas 1966). Prag toksičnosti varira među različitim vrstama biljaka i utiče na 
biljna tkiva različito, u zavisnosti od metaboličkih zahteva (Yruela 2009). Fitotoksičnost bakra se 
uočava na morfološkom, fiziološkom i molekularnom nivou i zapaža se na svim stupnjevima razvoja 
biljaka. Štetni efekti povećane koncentracije Cu u zemljištu se prvo uočavaju na korenu, što je 
posledica povećane akumulacije bakra u ovom biljnom organu. Progresivno smanjenje rasta i razvoja 
korena, bez grananja, kao i zadebljanje korenova i neobična tamna obojenost su tipični simptomi 
toksičnosti bakra. Simptomi toksičnosti u nadzemnom delu biljaka jesu: inhibicija rasta, hloroza i 
nekroza listova. Smanjenje lisne mase je praćeno i promenama u reproduktivnim organima što dovodi 
do smanjene veličine ploda i manje klijavosti semena (Lexmond and Van der Vorm 1981; Ouzounidou 
et al. 1995; Liu et al. 2001; Alaoui-Sossé et al. 2004; Xu et al. 2006; Wani et al. 2007). Na ćelijskom 
nivou Cu u visokim koncentracijama indukuje povećanje propustljivosti ćelijske membrane i curenje 
ćelijskog sadržaja, tzv. ”curenje elektrolita” (De Vos et al. 1989, 1991; Murphy et al. 1999). To se 
odnosi prvenstveno na nekontrolisan izlazak K
+
 ali i drugih važnih jona iz ćelija (Demidchik et al. 
2014). Bakar u višku remeti balans drugih esencijalnih elemenata. Smanjen sadržaj mikroelementa kao 
što su Fe, Zn i Mn ali i makroelemenata N, P, K, Mg, Ca se dešava kao posledica anatgonističkih 
delovanja Cu na usvajanje drugih esencijalnih jona i njihovu translokaciju (Wallace et al. 1992; 
Ouzounidou 1994; Ouzounidou et al. 1995; Schmidt et al. 1997; Maksymiec 1998; Alaoui-Sossé et al. 
2004; Kopittke and Menzies 2006; Michaud et al. 2008). 
Na ćelijskom nivou Cu u višku interferira sa najvažnijim ćelijskim procesima kod biljaka, 
fotosintezom i respiracijom (Marschner 1995; Prasad and Strzałka 1999; Yruela 2005). Fotosintetski 
aparat naročito je pogođen prisustvom Cu u višku. Brojne studije su pokazale inhibitorni efekat na 
funkciju PSI a naročito PSII (Mishra and Dubey 2005; Barker and Pilbeam 2007). Inhibicija 
akceptorskog i donorskog mesta elektrona na PSII dovodi do blokade transporta elektrona što dalje 
utiče na stopu fotosinteze. Do inhibicije fotosinteze dolazi i zbog smanjene apsorpcije svetlosne 
energije usled smanjenja sadržaja hlorofila i karotenoida, a zapažena je i supstitucija jona Mg u centru 
porfirinskog prstena hlorofila (Küpper et al. 2003; Kupper and Kroneck 2005; Ali et al. 2016). 
Smanjenje broja i promene u strukturi hloroplasta, naročito degardacija tilakoida strome i grane, kao i 
pojava intratilakoidnih inkluzija, kao i gubitak skrobnih zrna, nađene su kod nekoliko ispitivanih 
biljnih vrsta (Baszynski et al. 1988; Lidon and Henriques 1991; Ouzounidou 1994; Ciscato et al. 1997; 
Pätsikkä et al. 1998; Quartacci et al. 2000; Caldwell 2001; Panou-Filotheou et al. 2001).  
Toksičan efekat Cu jona na makromolekule u ćeliji može biti direktan i indirektan. Usled 
visokog afiniteta za vezivanje za tiolne, histidil i karboksilne grupe, Cu direktno interaguje sa 
proteinima, i tako inhibira strukturnu, katalitičku ili transportnu ulogu proteina (Van Assche and 
Clijsters 1990; Lippard and Berg 1994). Mehanizam delovanja Cu-fungicida je upravo nespecifična 
denaturacija tiolnih grupa proteina (Ware and Whitacre 2004). Cu joni mogu da izmeste druge 
esencijalne katjone iz svojih katalitičkih mesta što dovodi do poremećaja njihove funkcije. Najveći broj 
proteina čiji je kofaktor Cu učestvuje u transportu elektrona ili funkcioniše kao katalizator u redoks-





 oblika katalizuje produkciju reaktivnih kiseoničnih vrsta (ROS) (Halliwell and Gutteridge 
1984). Stoga, višak redoks-aktivnih Cu jona izaziva oksidativni stres u ćeliji čije su krajnje posledice 




1.7 Oksidativni stres  
Aeroban način života podrazumeva korišćenje O2 kao terminalnog akceptora elektrona tokom 
ćelijske respiracije (Dismukes et al. 2001). U toku ovog procesa tokom transfera elektrona dolazi do 
nepotpune redukcije O2 i nastanka intermedijarnih reaktivnih molekula i jona koji se nazivaju reaktivne 
kiseonične vrste (eng. Reactive Oxygen Species, ROS). ROS obuhvataju slobodno-radikalske forme 
kao što su superoksidni anjon O2˙ˉ, peroksidni radikal (OOH·) i hidroksilni radikal (·OH), kao i 
neradikalske molekule kao što je vodonik-peroksid (H2O2) i singlet kiseonik (
1
O2) (Gutteridge and 
Halliwell 1989). U biljkama, ROS nastaju tokom fizioloških procesa, u reakcijama transfera elektrona u 
hloroplastima, mitohondrijama, peroksizomima i plazma-membrani, apoplastu i ćelijskom zidu ili kao 
nusprodukt metaboličkih puteva u različitim ćelijskim kompartmanima. Povišene koncentracije ROS 
ne predstavljaju uvek neželjenu posledicu jer su ROS važni medijatori u procesu razvića i 
diferencijaciji npr. u lignifikaciji, gravitropizmu, zatvaranju stoma, germinaciji semena, hormonskoj 
regulaciji (Mittler 2002; Scandalios 2005; Halliwell 2006). Prolazno povećanje ROS nakon izlaganja 
stresu ima ulogu u transdukciji signala i pokretanju odbrambenih mehanizama (Miller et al. 2008). 
Održavanje balansa između stvaranja i uklanjanja ROS je od esencijalnog značaja za pravilno 
funkcionisanje ćelija. Antioksidativni sistem ćelije održava koncentraciju ROS u fiziološki 
prihvatljivim koncentracijama, međutim, stresni faktori mogu narušiti ravnotežu između stvaranja i 
eliminacije ROS (Noctor and Foyer 1998). Kada nivo ROS prevaziđe kapacitet mehanizama zaštite, 
ćelije se nalaze u stanju oksidativnog stresa. Prelazni metali kao što su Fe i Cu su redoks-aktivni i 
iniciraju stvaranja reaktivnih kiseoničnih vrsta, što za posledicu ima oksidativni stres u ćelijama. 









) + O2˙ˉ 
Vodonik-peroksid, nastao iz superoksid-anjon radikala, u Fentonovoj reakciji reaguje sa jonima 




) pri čemu nastaju hidroksilni radikal (·OH) i hidroksilni anjon 
(OH−). Haber-Vajsova reakcija, takođe, podrazumeva nastanak hidroksilnog radikala a katalizovana je 
prisustvom prelaznih metala (Gutteridge and Halliwell 1989): 
Cu
+
 + H2O2 →  Cu
2+
 + ·OH  + OH−      Fentonova reakcija 
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 + ·OH  + OH− 
Joni metala u ovim reakcijama služe kao katalizatori procesa u kome homolitičkim raskidanjem 
vodonik-peroksida nastaju slobodni radikali. Stvaranje hidroksilnog radikala naročito je opasno pošto 
je to najreaktivnija kiseonična vrsta koja inicira lančane reakcije stvaranja novih formi ROS, što za 
posledicu ima ireverzibilne modifikacija ćelijskih struktura koje na kraju dovode do ćelijske smrti 
(Overmyer et al. 2003; Pinto et al. 2003). Pored toga, u ćelijama ne postoje mehanizmi za uklanjanje 
hidroksilnog radikala.  
Reaktivne kiseonične vrste izazivaju mnogostruka oštećenja biomolekula: perokidaciju lipida, 




smrti (Dat et al. 2000; Mittler 2002). Lipidna peroksidacija (LP) je jedna od najviše proučavanih 
posledica delovanja ROS na strukturu i funkciju ćelijske membrane (Gutteridge and Halliwell 1989). 
Povećanje LP tokom oksidativnog stresa je u direktnoj korelaciji sa povećanom produkcijom ROS tako 
da predstavlja pouzdan marker stresa (Sharma et al. 2012). Polinezasićene masne kiseline (PUFA), koje 
su glavni konstituenti membranskih fosfolipida, podložne su peroksidaciji. Proces lipidne peroksidacije 
sastoji se iz tri faze: inicijacije, propagacije i terminacije. Hidroksilni radikal i singlet kiseonik u 
reakciji sa PUFA dovode do formiranja  konjugovanih diena, lipidnih peroksil-radikala i vodonik-
peroksida. Peroksil-radikali su visoko reaktivni i propagiraju lančanu reakciju stvaranja novih lipidnih 
peroksil-radikala, što rezultuje u poremećaju fluidnosti i permeabilnosti membrana. Malondialdehid 
(MDA) jedan je od finalnih produkata peroksidacije PUFA (Gutteridge and Halliwell 1989; Shewfelt 
and Purvis 1995). 
Povećani nivo ROS izaziva različita oštećenja proteina (modifikacije aminokiselina, povećanu 
osetljivost na proteolizu, izmenjenu antigenost, fragmentaciju peptidnih lanaca, agregaciju i sl.), što u 
nekim slučajevima vodi ka inaktivaciji enzima. ROS na različite načine dovode do oštećenja proteina, 
npr. H2O2 može da oksiduje cisteinske i metioninske rezidue i tako inaktivira tiolne grupe enzima.  
Superoksidni anjon i hidroksilni radikal koji nastaju u prisustvu redoks-aktivnih metala inhibiraju 
aktivnost nekih antioksidativnih enzima. O2˙ˉ inhibira katalazu, a ·OH superoksid-dismutazu (Kono 
and Fridovich 1982; Stadtman 1986; Gutteridge and Halliwell 1989).  
Glavni izvor oštećenja DNK molekula jesu upravo ROS koji nastaju usled dejstva endogenih i 
egzogenih faktora. Oštećenja koja izazivaju ROS na molekulu DNK, kao što su oksidacija azotnih baza 
ili saharidne komponente, kao i unakrsno povezivanje sa proteinima preko timin-cistein adukta, imaju 
za krajnji ishod jednolančane prekide i mutacije (Dizdaroglu et al. 1993; Inzé and Van Montagu 1995). 
Povećanje degradacije DNK posredovano ROS, pokazano je i kao posledica prisustva toksičnih metala 
u biljkama (Meriga et al. 2004). 
1.8 Antioksidativna zaštita 
Biljke poseduju kompleksan sistem antioksidativne zaštite koji se sastoji od enzimskih i 
neenzimskih komponenti. Pošto se ROS produkuju u različitim ćelijskim kompartmanima, tako se i 
komponente antioksidativne zaštite mogu naći u hloroplastima, mitohondrijama, peroksizomima, 
citosolu ali i ćelijskom zidu (Sharma and Dietz 2009). U enzimske komponente antioksidativnog 
sistema spadaju enzimi superoksid-dismutaza (SOD), katalaza (CAT), gvajakol peroksidaza (GPX), 
enzimi askorbat–glutation ciklusa (AsA-GSH): askorbat-peroksidaza (APX), monodehidroaskorbat-
reduktaza (MDHAR), dehidroaskorbat-reduktaza (DHAR) i glutation-reduktaza (GR).  
Superoksid-dismutaza ima centralnu ulogu u odbrani od oksidativnog stresa i prisutna je kod 
svih aerobnih organizama. SOD su metaloenzimi koji katalizuju dismutaciju O2˙ˉ u O2 i H2O2 (Slika 
1.6). Izoenzimi SOD koji se razlikuju po metalnom kofaktoru imaju i različitu subćelijsku lokalizaciju. 
Mn SOD je prisutna u mitohondrijama i peroksizomima, Fe SOD u hloroplastima dok je Cu/Zn SOD 
prisutna u tri izoforme u citosolu i plastidima, peroksizomima a mogu se čak naći i u apoplastu i 
nukleusu (Jackson et al. 1978; Bueno et al. 1995; Alscher et al. 2002; Fink and Scandalios 2002; Kim 
et al. 2008). Nivo aktivnost SOD je često u korelaciji sa stepenom tolerancije biljaka na različite 
faktore stresa stoga se može koristi kao kriterijum za selekciju tolerantnih genotipova (Sharma et al. 
2012). Prisustvo toksičnih metala utiče različito na izoforme SOD enzima što zavisi od intenziteta 




visokim intenzitetom stresa (Kono and Fridovich 1982; Baum et al. 1983; Kwiatowski and Kaniuga 
1986; Alscher et al. 2002). Povišena ekspresija izoformi SOD povećava toleranciju na različite stresove 
ali razlike postoje u zavisnosti od tipa izoforme i biljne vrste (Tepperman and Dunsmuir 1990; Kwon et 
al. 2002; Sunkar et al. 2006; Mylona and Polidoros 2010).  
 
Slika 1.6. Reaktivne kiseonične vrste (ROS) i antioksidativni sistem zaštite. Produkcija ROS je katalizovana 
prelaznim metalima (Fe, Cu) u Fentonovoj i Haber-Vajsovoj reakciji. Antioksidativni enzimi: SOD-superoksid-
dismutaza, CAT-katalaza, APX-askorbat peroksidaza, AsA - askorbat, AsA-GSH - askorbat-glutation ciklus. 
Modifikovano prema Barbusiński (2009). 
Katalaza je prvi otkriven i okarakterisan antioksidativni enzim, prisutan kod svih aerobnih 
organizama koji katalizuje dekompoziciju dva molekula H2O2 do H2O i O2. Premda postoji nekoliko 
enzima koji degraduju H2O2, CAT je jedinstvena jer ne zahteva redukujući ekvivalent i odlikuje je veća 
brzina reakcije ali istovremeno ima i dosta niži afinitet prema H2O2 u poređenju sa APX (Scandalios et 
al. 1997). Peroksizomi su glavna mesta produkcije H2O2, stoga je CAT prisutan u ovoj organeli ali je 
nađena i u citosolu, hloroplastima i mitohondrijama (Vangronsveld and Clijsters 1994; Lopez-Huertas 
et al. 2000). Različiti faktori stresa uzrokuju povećanje ili smanjenje aktivnosti CAT što zavisi od 
intenziteta, trajanja i tipa stresa (Sharma and Dubey 2005; Han et al. 2009; Posmyk et al. 2009). 
Mutanti kod kojih nema sinteze CAT su povećano osetljivi na stres solima, ozon, sušu ali ne i niske 
temperature (Willekens et al. 1997). Povećanje CAT aktivnosti se smatra adaptivnom osobinom koja 
omogućava biljkama da smanje oštećenja nastala delovanjem H2O2 (Karuppanapandian et al. 2011). 
Biljke kod kojih je CAT gen pojačano eksprimiran pokazuju povećanu toleranciju na oksidativni stres 
(Guan et al. 2009).  
Gvajakol-peroksidaza je enzim koji uklanja H2O2 pri čemu se oksiduju gvajakol i piragalol. 
Postoji u vakuolama, citosolu i ćelijskom zidu (Asada 1992). Različiti faktori stresa, među njima i teški 
metali, indukuju aktivnost GPX i u nekim slučajevima se ovaj enzim može koristiti kao biomarker za 
procenu inenziteta stresa (Radotić et al. 2000). 
Askorbat-glutation ciklus podrazumeva oksidaciju i redukciju askorbata (AsA) i glutationa 
(GSH) koju katalizuju enzimi APX, MDHAR, DHAR i GR (Noctor and Foyer 1998). MDHAR i 
DHAR su kratkoživeći enzimi koji imaju ulogu u regeneraciji AsA. GR omogućava visok odnos 
GSH/GSSG u ćelijama što je centralna komponenta u održavanju ćelijskog redoks-stanja (Ushimaru et 
al. 1997; Sharma et al. 2012). Aktivnost svih enzima Asa-GSH ciklusa je povećana u uslovima stresa 




Askorbat-peroksidaza je centralni enzim Asa-GSH ciklusa i ima esencijalnu ulogu u kontroli 
intraćelijskog nivoa ROS. APX redukuje H2O2 do H2O uz pomoć 2 molekula AsA. APX je jedan od 
najzastupljenijih antioksidativnih enzima u biljnoj ćeliji, nađena je u citosolu, stromi, tilakoidima, 
mitohondrijama i peroksizomima (Jimenez et al. 1997; Sharma and Dubey 2004). Poseduje mnogo veći 
afinitet prema H2O2 nego CAT, što čini ovaj enzim efikasnim sakupljačem H2O2 (Wang et al. 1999). 
Povećana aktivnost APX je nađena u uslovima stresa solima, suše, hladnoće, toksičnih metala (Cu, Cd, 
Zn, Co, Ni) i UV radijacije (Sharma et al. 2012). Povišena ekspresija gena APX dovodi do povećane 
tolerancije biljaka na oksidativni stres (Yabuta et al. 2002). 
Zbog kompleksnosti antioksidativne zaštite overekspresija jedne komponente može ali i ne 
mora uticati na ukupan kapacitet zaštite. Simultana overekspresija kombinacije antioksidativnih enzima 
ima sinergistički efekat na povećanje tolerancije na višestruke stresne faktore (Aono et al. 1995; Kwon 
et al. 2002; Lee et al. 2007). 
Neenzimskim antioksidansima pripadaju: askorbat, glutation, tokoferoli, karotenoidi i fenolna 
jedinjenja (Noctor and Foyer 1998; Sharma and Dietz 2009). Osim kao učesnici u antioksidativnoj 
zaštiti, imaju važnu ulogu u rastenju i razviću kao enzimski kofaktori kroz sve ćelijske procese od 
mitoze i ćelijskog rasta do senescencije i ćelijske smrti (de Pinto and De Gara 2004). Mutanti sa 
smanjenim sadržajem neenzimskih antioksidanata su hiperzentivni na stres (Sharma et al. 2012). 
Askorbat ima ključnu ulogu u uklanjanju H2O2 putem AsA-GSH ciklusa ali može i direktno da 
detoksifikuje O2˙ˉ, ·OH i 
1
O2 (Noctor and Foyer 1998). Smatra se da predstavlja prvu liniju odbrane u 
apoplastu od potencijalno opasnih eksternih oksidanata (Smirnoff 2000; Barnes et al. 2002). GSH 
učestvuje u regeneraciji AsA u AsA-GSH ciklusu. GSH može direktno da reaguje sa O2˙ˉ, ·OH i H2O2. 
GSH je i prekusor u sintezi fitohelatina, koji heliraju i tako detoksifikuju metale (Noctor and Foyer 
1998; Halliwell 2006). Tokoferoli sprečavaju propagaciju lipidne autooksidacije, štite funkcionalnost 
lipida u membranama, naročito hloroplasta i tako održavaju funkciju PSII (Fryer 1992; Kagan et al. 
2000). Karotenoidi kao dodatni pigmenti u hloroplastima, apsorbuju svetlost i prenose energiju na 
molekule hlorofila. Odgovorni su za utišavanje ekscitiranog molekula hlorofila kako bi se sprečilo 
formiranje 
1
O2 i tako štite fotosintetički aparat (Collins 2001). Fenolna jedinjenja (flavonoidi, tanini, 
hidroksicinamat estri) su grupa različitih sekundarnih metabolita sa aromatičnim prstenom a koji imaju 
antioksidativnu sposobnost i veoma su zastupljeni u biljnim tkivima. Ova jedinjenja mogu direktno da 
vezuju ROS ili da heliraju jone tranzicionih metala (Grace and Logan 2000; Michalak 2006). 
1.9 Mehanizmi tolerancije viška bakra 
Biljke, iako sesilni organizmi pokazuju određenu otpornost na stres, tako što su prirodnom 
selekcijom favorizovane vrste koje su posebno adaptirane čak i na krajnje nepovoljne uslove. 
Adaptacije na stres su genetički determinisane i mogu biti morfološke i eko-fiziološke, a njihovo 
prisustvo omogućava biljkama ne samo da prežive, već i da uprkos stresu budu veoma uspešne. 
Tolerancija prema stresu je definisana kao urođena sposobnost biljaka da odreaguju na iznenadno 
prisustvo stresnih faktora, i da pritom ne budu suviše oštećene.  
U cilju zaštite od prisustva metala u višku, biljke su razvile mehanizme tolerancije, koji se 
mogu razlikovati među biljnim vrstama, i zavise od vrste metala i intenziteta stresa (Meharg 1994). 
Različiti spoljašnji i unutrašnji mehanizmi odbrane usmereni su ka smanjenju akumulacije toksičnih 
koncentracija slobodnih jona kako bi se sprečila direktna oštećenja ćelijskih konstituenata (Hall 2002; 




putem formiranja ektomikorize ili njihovim vezivanjem za ekstraćelijske eskudate koje ćelije korena 
aktivno izbacuju u rizosferu. Zaštita od toksičnosti Cu putem formiranja mikorize pokazana je kod 
vrste Pinus sylvestris L , mada postoje velike razlike u sposobnosti zadržavanja Cu u zavisnosti od 
vrste gljive, što ukazuje na postojanje različitih mehanizama u pozadini i koji su specifični za vrstu 
(Van Tichelen et al. 2001). Biljke putem korena izlučuju u spoljašnju sredinu različite biomolekule kao 
što su: organske kiseline, fenolna jedinjenja, proteini ili peptidi bogati cisteinom i histidinom koji pre 
svega olakšavaju usvajanje nutrijenata, ali takođe mogu i inhibirati usvajanje formiranjem kompleksa 
sa metalima u spoljašnjoj sredini, što zavisi od vrste i koncentracije metala kao i od biljne vrste ili 
varijeteta. Poznato je da se restrikcija usvajanja Al zasniva na eksternom mehanizmu, formiranjem 
kompleksa Al sa organskim kiselinama i fenolima (Kochian et al. 2004).  
Zadržavanje metala u visokim koncentracijama u korenu i smanjena translokacija u nadzemni 
deo, karakteristična je za neke metala. Za razliku od Cd, čija je translokacija uslovljena stepenom 
transpiracije, pa se s toga visok procenat Cd može naći u listovima (Salt et al. 1995; Kováčik et al. 
2006; Kováčik and Klejdus 2008), za Cu je karakteristična povišena akumulacija u korenu i 
ograničavanje translokacije do listova (Jarvis and Whitehead 1981; Whitehead 1987). Često je 
koncentracija Cu u korenu direktno proporcionalan rastućim dozama Cu u spoljašnoj sredini, dok 
kritična toksična koncentracija u listovima možda neće odražavati stanje u hranljivom medijumu, što je 
naročito bitno ukoliko se upoređuju genotipovi koji se razlikuju u toleranciji na Cu (Marschner 1995). 
Unutrašnji, ćelijski mehanizmi tolerancije viška Cu uključuju: a) imobilizaciju u ćelijskom zidu, 
b) ograničen ulazak u ćelije kroz ćelijsku membranu, c) stimulaciju efluksa iz citoplazme, d) 
kompartmentaciju u vakuoli, e) intraćelijsko heliranje Cu od strane liganada (organskih kiselina, 
aminokiselina, fitohelatina i metalotioneina). 
Ćelijski zid predstavlja primarno mesto kontakta biljke sa metalima. Imobilizacija Cu u 
ćelijskom zidu podrazumeva vezivanje Cu za komponente ćelijskog zida, pri čemu joni bivaju 
metabolički inaktivirani jer ne ulaze u protoplast ćelije već ostaju izvan njega. U ćelijskom zidu bakar 
se najčešće vezuje za -COOH grupe polisaharida i to pre svega pektina (aliginati i galakturonska 
kiselina), kao i -SH grupe proteina i -OH grupe polifenola (Dronnet et al. 1996; Kartel et al. 1999; 
Davis et al. 2003; Krzesłowska 2011). U analizama sadržaja metala u različitim ćelijskim frakcijama 
utvrđeno je da je oko 60% ukupnog Cu vezano za ćelijski zid (Iwasaki et al. 1990).  
Regulacija transporta kroz plazma membranu je bitan momenat u toleranciji biljaka na stres 
izazvan metalima. Smanjeni influks kao i povišen efluks Cu iz ćelije se postiže regulacijom ekspresije 
transportera odgovornih za ove procese (Sancenón et al. 2003; Burzyński et al. 2005; Andrés-Colás et 
al. 2006). 
1.9.1 Jedinjenja koja heliraju bakar 
Kompleksacija metala je odbrambena strategija biljaka u uslovima povišenih koncentracija 
metala. Sinteza metal-helirajućih liganada je mehanizam kojim se smanjuje koncentracija slobodnih 
jona u citoplazmi i na taj način vrši detoksifikacija unutar ćelije. Jedinjenja koja sadrže tiolnu grupu 
kao što su metalotioneini i fitohelatini kao i netiolna jedinjenja kao što su organske kiseline i 
aminokiseline su najvažniji helatori bakra (Sharma and Dietz 2006; Haydon and Cobbett 2007; Hossain 





Metalotioneini (MT) su proteini male molekulske mase (4–8 kDa) bogati cisteinom (Cys), čije 








stoga imaju važnu ulogu u održanju 
homeostaze, ali i toleranciji teških metala (Hamer 1986; Cobbett and Goldsbrough 2002). Dok su kod 
drugih eukariota visoko konzervirani u odnosu na položaj cisteinskih rezidua, biljni MT su raznovrsniji 
i podeljeni su u četiri grupe (MT1-4) (Cobbett and Goldsbrough 2002). MT mogu da vrše sekvestraciju 
viška metala u trihomama, a njihova ekspresija i akumulacija je regulisana prisustvom metala (Guo et 
al. 2003). MT imaju naročito značajnu ulogu u detoksifikaciji Cu, s obzirom da imaju najveći afinitet 
za ovaj metal u poređenju sa afinitetom prema ostalim metalima (Ecker et al. 1986; Tommey et al. 
1991). Kod arabidopsisa je pokazano da MT1a i MT2b imaju ulogu u remobilizaciju Cu tokom 
senescencije, dok MT2a i MT3 vrše detoksifikaciju Cu prisutnog u višku (Guo et al. 2003).Višestruki 
mutant za MT gene arabidopsisa (mt1a/mt2a/mt2b/mt3) ima poremećenu mobilizaciju Cu iz 
senescentnih listova kao i smanjenu količinu Cu u semenima ali nije senzitivniji na stres Cu od wt  što 
ukazuje da MT nisu uvek presudni za toleranciju na višak Cu (Benatti et al. 2014). 
1.9.1.2 Fitohelatini 
Fotohelatini (PC) su polipeptidi male molekulske mase, koji zahvaljujući mnogobrojnim 
cisteinima mogu da vezuju jone metala/oida. Sintetišu se od glutationa pomoću enzima fitoheltin-
sintaze (PCS) (Cobbett 2000; Vatamaniuk et al. 2000; Osaki et al. 2009). Za razliku od MT, PC nemaju 
značaja u optimalnim fiziološkim uslovima u biljkama već samo tokom stresa (Leitenmaier and Küpper 
2013). MT i PC imaju komplementarnu i kompenzujuću ulogu u odbrani od stresa metalima. Kompleks 
PC-metal se transportuje u vakuolu i na taj način sekvestrira i detoksifikuje. Do sada su proučavani 
kompleksi PC sa Cd, Cu, Zn i arsenom (As) (Hartley-Whitaker et al. 2001; Cobbett and Goldsbrough 
2002; Song et al. 2014). Dok su PC izuzetno značajni kod toksičnosti Cd, za bakar postoje različiti 
podaci. U in vitro uslovima je pokazano da se formiraju PC-Cu kompleksi i in vivo je pokazano da 
bakar može da aktivira PCS, međutim, mutanti arabidopsisa koji nemaju PCS nisu osetljiviji na 
izlaganje Cu od wt biljaka (Lee and Kang 2005). Zanimljivo je da PC ne učestvuju u toleranciji na 
metale kod hipertolerantnih biljaka (Leitenmaier and Küpper 2013). 
1.9.1.3 Organske kiseline 
Bakar poseduje visok afinitet prema organskim kiselinama (OK) koji se često označavaju kao 
O-ligandi metala. Osim kao intermedijeri u TCA ciklusu, kiseline kao što su citrat, malat, akonitat, 
oksalat, tartarat, malonat su uključene i u procese usvajanja, transporta i detoksifikacije od metala u 
biljkama (Rauser 1999). Eksudacija karboksilnih kiselina iz korena je neophodna za usvajanje nekih 
elemenata kao što je P, ali se smatra i eksternim mehanizmom tolerancije biljaka na višak metala, 
formiranjem kompleksa sa metalima u rizosferi (Neumann and Römheld 1999; Kochian et al. 2004). 
OK su medijatori transporta i translokacije metala u optimalnim uslovima (von Wirén et al. 1999). 
Detoksifikacija od viška metala vezivanjem za organske kiseline se unutar ćelije dešava u vakuoli što 
predstavlja važan mehanizam odbrane biljaka od teških metala (Hall 2002; Haydon and Cobbett 2007). 




Zn, Cd, Ni (Krämer et al. 2000; Küpper et al. 2004, 2009). I kod biljaka koje nisu hiperakumulatori Cu, 
pokazano je da organske kiseline imaju ulogu u detoksifikaciji od Cu (Kishinami and Widholm 1987; 
Murphy et al. 1999; Chai et al. 2014; Keller et al. 2015). 
1.9.1.4 Aminokiseline 
Akumulacija slobodnih aminokiselina smatra se aktivnim odgovorom biljaka na stres teškim 
metalima (Sharma and Dietz 2006). Pokazano je da se u stresu Cu, Ni, Zn, As najviše akumuliraju 
prolin, histidin, cistein, arginin, glutamat i nikocijanamin, što zavisi od metala i biljne vrste (Kerkeb 
and Krämer 2003; Irtelli et al. 2008; Richau and Schat 2009; Theriappan et al. 2011; Ahmad and Gupta 
2013; Anjum et al. 2014). Aminokiseline formiraju veoma stabilne komplekse sa Cu (Loneragan et al. 
1981), a u metabolizmu Cu najznačajnije aminokiseline su nikocijanamin, histidin i prolin (Liao et al. 
2000; Irtelli et al. 2008). 
Nikocijanamin je sveprisutan u biljkama i smatra se glavnim simplastnim helatorom metala 
kao što su Cu, Fe, Zn i Mn (Noma and Noguchi 1976; Stephan et al. 1994). Zahvaljujući specifičnoj 
molekulskoj strukturi sa šest funkcionalnih grupa koje formiraju stabilnu oktaedralnu koordinatnu 
geometriju, nikocijanamin ima visok afinitet za vezivanje metalnih jona (Ripperger 1982). 
Upoređivanjem konstanti stabilnosti kompleksa NA-metal utvrđeno je da NA ima najveći afinitet 
prema Cu u poređenju sa drugim dvovalentnim elementima (log K): Cu (18.6)> Zn (14.6)> Fe 
(12.1)>Mn (8.8) (Beneš et al. 1983). Ispitivanja na mutantu paradajza chloronerva koji ne sintetiše NA 
usled mutacije u nas genu, pokazala su da je glavni poremećaj kod ovog mutanta u translokaciji Cu što 
dovodi do manjka Cu u listovima, koji se manifestuje nedostatkom plastocijanina i Cu/Zn SOD (Pich et 
al. 1994; Herbik et al. 1996). Stoga, zaključeno je da je NA neophodan za transport Cu od korena do 
listova, ali ne i drugih metala, pošto njihove koncentracije nisu smanjene u listovima ovog mutanta 
(Pich et al. 1994; Pich and Scholz 1996). Za razliku od Fe-, Mn- i Zn- kompleksa, Cu-NA kompleks je 
veoma stabilan na pH vrednostima ksilemskog soka (von Wirén et al. 1999; Rellán-Álvarez et al. 
2008). Međutim, NA može da transportuje sve pomenute metale floemskim putem (Stephan et al. 
1994), i stoga ima presudnu ulogu u njihovoj distribuciji do listova, cvetova i semena (Takahashi et al. 
2003). NA ima jedinstvenu ulogu u homeostazi Cu ali je takođe važan i za metabolizam drugih metala 
kao i detoksifikaciju od metala prisutnih u višku. Uloga NA u homeostazi Fe je dosta proučavana 
(Curie et al. 2009). Pored unutrašnjeg transporta Fe u listovima kao i transporta do semena, smatra se 
da NA ima ulogu i u odgovoru biljaka na nedostatak Fe kao senzor bioraspoloživosti Fe u biljkama 
(Curie and Briat 2003; Klatte et al. 2009; Enomoto and Goto 2013). U uslovima toksičnosti Fe 
pokazano je da dolazi do povećanja NA koji može imati protektivnu ulogu, helirajući višak Fe i na taj 
način smanjujući oksidativni stres, pošto Fe-NA kompleks nije aktivan u Fentonovoj reakciji (von 
Wirén et al. 1999). Smatra se da NA detoksifikuje višak Fe, tako što se Fe-NA kompleks sekvestrira u 
vakuoli (Pich et al. 2001; Aung et al. 2019). Pokazano je da NA učestvuje u detoksifikaciji Ni (Weber 
et al. 2004; Kim et al. 2005; Pianelli et al. 2005; Callahan et al. 2007), i u hiperakumulaciji Zn kod 
različitih vrsta hiperakumulatora ovih metala (Deinlein et al. 2012; Cornu et al. 2015). Pored 
hiperakumulacije, uloga NA u homeostazi Zn je, takođe, dosta proučavana. NA-Zn kompleks je 
detektovan kod nekoliko biljnih vrsta (Clemens et al. 2013). Pich and Scholz (1996) su sugerisali da 
NA može imati značajnu ulogu u zaštiti od fitotoksičnosti izazvanoj viškom Cu. Nađeno je da se NA 
akumulira u ksilemskom soku usled tretmana Cu (Liao et al. 2000). Povišena ekspresija NAS3 gena kod 
pirinča omogućava veću toleranciju na metale kao što su Cu, Zn i Ni prisutne u višku, dok mutacija u 




Histidin u proteinima, zajedno sa cisteinom, ima ključnu ulogu u koordinaciji metala u 
aktivnom centru metaloproteina (Sarkar and Wigfield 1967). Kao slobodna aminokiselina, histidin 
(His) je važan ligand metala u ćelijskim kompartmanima u kojima su jači ligandi odsutni (npr. MT) ili 
su mesta sa većim afinitetom već zauzeta (Leitenmaier and Küpper 2013). His je među najvažnijim 
aminokiselinama uključenim u hiperakumulaciju metala (Callahan et al. 2006). Hiperakumulacija Ni se 
ostvaruje isključivo zahvaljujući povišenim koncentracijama His (Krämer et al. 1996). His ima ulogu i 
u hipertoleranciji metala, što je zasebna funkcija od hiperakumulacije (Ingle et al. 2005; Nguyen et al. 
2018). Histidin formira komplekse sa Cu sa visokom konstantom asocijacije (logK17.5) (May et al. 
1977), stoga može da bude u kompeticiji sa NA za vezivanje Cu u ksilemu (Pich and Scholz 1996). 
Povišene koncentracije His su nađene u ksilemskom soku usled tretmana bakrom kod nekoliko biljnih 
vrsta (Liao et al. 2000; Irtelli et al. 2008). Takođe, potvrđeno je prisustvo His-Cu kompleksa u biljnim 
tkivima (Collin et al. 2014; Hazama et al. 2015).  
Prolin je dosta izučavan u kontekstu odgovora biljaka na abiotički stres kao što su suša, stres 
solima, niske temperature ali i stres teškim metalima (Aspinall 1981; Ashraf and Harris 2004). Uloga 
prolina u navedenim stresovima je u osmoregulaciji, stabilizaciji makromolekula i signalnoj 
transdukciji, uklanjanju ROS, kao i heliranju metala (Matysik et al. 2002; Sharma and Dietz 2006). 
Pored metala kao što su Cd, i Zn, pokazano je da i Cu snažno indukuje akumulaciju prolina u mnogim 
biljnim vrstama (Saradhi 1991; Chen et al. 2001; Tripathi and Gaur 2004).  
1.10 Silicijum u biljkama 
Silicijum (Si) je drugi hemijski element po zastupljenosti u zemljinoj kori posle kiseonika. U 
prirodi je prisutan najčešće u obliku silicijum-dioksida (SiO2) ili minerala silikata koji osim Si i O 
sadrže jedan ili više metala. U zemljišnom rastvoru kao i u vodi, gde je pH vrednost ispod 9, Si se 
nalazi u obliku nenaelektrisane monomerne ortosilicijumove kiseline H4SiO4 koja pripada slabim 
kiselinama (Sjöberg et al. 1983; Exley 1998). Koncentacija H4SiO4 u zemljištu je u opsegu 0.1-0.6 mM 
što je u rangu zastupljenosti kalijuma ili kalcijuma, i to je jedina forma Si koju biljka može da usvoji 
(Epstein 1994; Casey et al. 2004). Ispitivanjem sadržaja Si u biljkama, pokazano je da se značajne 
količine Si mogu naći u biljnim organima, čineći od 0,1% do 10% uskupne suve mase, prevazilazeći 
tako vrednosti i najzastupljenijih makroelmenata npr. K i N, ali da te koncentracije variraju u zavisnosti 
od biljne vrste (Epstein 1999). Zapravo koncentracija Si u biljkama varira više nego koncentracije 
drugih elemenata (Ma et al. 1989). To zavisi ne samo od biodostupnosti Si nego i od filogentske 
pozicije biljne vrste (Sangster 1978). Vrste koje su hiperakumulatori Si (>4% SM) su monokotile, 
naročito trave oštrice, kao i žitarice, među kojima se ističe pirinač. Dikotile generalno sadrže manje Si, 
ali postoje izuzeci kao što su vrste fam. Cucurbitaceae (npr. krastavac), Asteraceae (npr. suncokret) i 
Urticaceae (koprive) koje su umereni akumulatori Si (sadrže 2–4%) (Sangster et al. 2001). Ostale vrste 
sadrže relativno niske koncentracije Si (<0.5%) i pripadaju neakumulatorima, odnosno tzv. 
ekskluderima kao što su paradajz i arabidopsis (Ma and Takahashi 2002; Hodson et al. 2005). 
Međutim, određena vrsta ili kultivar koja raste u prisustvu različitih koncentracija Si će sadržati i 
različite količine Si u svojim organima (Ma and Takahashi 2002; Henriet et al. 2006). Iako je usvajanje 
Si filogenetska karakteristika, dostupnost Si će uticati na količinu Si apsorbovanu od strane biljaka 
(Guntzer et al. 2012). Predložena su tri moguća načina usvajanja Si, upoređujući koncentracije Si u 
ksilemu i u hranljivom medijumu: aktivno (brže nego usvajanje vode), pasivno (blisko usvajanju vode) 




koegzistirati, naročito aktivno i pasivno, a doprinos svakog od ovih procesa zavisi kako od biljne vrste 
tako i od koncentracije Si u medijumu (Liang et al. 2006; Nikolic et al. 2007). 
1.10.1 Usvajanje i transport Si 
Razlike u akumulaciji Si kod biljaka potiču zapravo od razlika u sposobnosti usvajanja Si putem 
korena. Za visoku akumulaciju Si kod pirinča odgovoran je aktivan proces usvajanja posredovan 
transporterima. Veliki napredak u proučavanju usvajanja i transporta Si učinjen je zahvaljujući upotrebi 
mutanata pirinča. Okarakterisan je gen odgovoran za influks Si u ćelije korena nazvan Lsi1 (eng. Low 
silicon 1), koji je konstitutivno eksprimiran u korenovima. Lsi1 kodira membranski protein koji je 
sličan akvaporinima i pripada NIP (eng. Noduline-26 major Intrinsic Protein) podfamiliji transportera 
(Ma et al. 2006). Lsi1 kod pirinča pokazuje polarnu lokalizaciju u ćelijskoj membrani – nalazi se na 
distalnoj strani epidermisa i endodermalnih ćelija. Za dalje sprovođenje Si iz korena ka nadzemnom 
delu, odgovoran je efluksni tip transportera Lsi2, koji je kod pirinča, nasuprot Lsi1, lokalizovan na 
proksimalnoj strani, takođe, epidermisa i endodermisa (Slika 1.7). Transport silicijuma Lsi2 
transporterom vrši se putem protonskog gradijenta (Ma et al. 2007). Kooperativni transport posredovan 




Slika 1.7. Shematski prikaz sistema za usvajanje Si kod pirinča kao i kukuruza/ječma. Razlike u lokalizaciji i 
distribuciji transportera u različitim tipovima ćelija su odgovorne za efikasniji transport Si kod pirinča nasuprot 
kukuruzu/ječmu. Lokalizacija Lsi1 je označena crvenom bojom a Lsi2 transportera zelenom bojom. Strelice 
označavaju pravac kretanja Si a debljina strelica reprezentuje doprinos svakog transportnog procesa, označenog 
različitim bojama a navedenog u legendi. Preuzeto iz Ma and Yamaji (2015). 
 
Slični transporteri su identifikovani i kod ječma, kukuruza, bundeve i krastavca, međutim, oni 
ne pokazuju polarnu lokalizaciju u ćelijskoj membrani, a pronađeni su i u drugim tipovima ćelija 
(Chiba et al. 2009; Mitani et al. 2009b, 2009a, 2011; Sun et al. 2017, 2018a). Upravo razlika u 
lokalizaciji i polarnosti Si transportera se smatra odgovornim faktorom za efikasnost usvajanja Si kod 
biljaka (Ma and Yamaji 2015). Matematičkim modelovanjem je pokazano da polarna lokalizacija ova 
dva tipa transportera na egzodermisu i endodermisu predstavlja najbolju kombinaciju odgovornu za 




koji pripada grupi Si-ekskludera, pokazano je da postoji funkcionalan Lsi1 transporter, međutim, Lsi2 
efluksni transporter nije funkcionalan, što rezultuje smanjenim sadržajem Si kod ove vrste (Sun et al. 
2020).  
Usvajanje Si kod krastavca je aktivan proces posredovan transporterima (Liang et al. 2005a; 
Nikolic et al. 2007). CsLsi1 je smešten na distalnoj strani endodermalnih ćelija, ali i ćelijama korteksa 
gde ne pokazuje polarnost (Sun et al. 2017). CsLsi2 je uniformno raspoređen na endodermalnim 
ćelijama (Sun et al. 2018a). Predloženi model usvajanja Si kod krastavca podrazuma dva načina 
transporta Si, apoplastnim putem, odnosno difuzijom kroz apoplastni prostor do ksilema, kao i 
aktivnim transportom pomoću CsLsi1 iz spoljašnjeg rastvora ili apoplasta u epidermalne ćelije ili ćelije 
korteksa, a zatim simplastnim putem do endodermalnih ćelija (Slika 1.8). CsLsi2 lokalizovan na 




Slika 1.8. Proces usvajanja Si u korenu krastavca. Narandžastom bojom je obeležena lokalizacija CsLsi1 
influksnog transportera dok je plavom bojom obeležen CsLsi2, efluksni transporter. Ljubičaste i plave strelice 
označavaju pravac transporta Si transporterima, dok zelene pune strelice označavaju apoplastni tok a zelene 
isprekidane strelice simplastni put Si kroz plazmodezme. Slika preuzeta iz Sun et al. (2018a). 
 
Proces transpiracije obezbeđuje protok Si ksilemom. Kod monoktila je otkriven i treći tip 
transportera Lsi6, koji vrši distribuciju Si iz ksilema u ćelije listova i do cvasti u obliku 
monosilicijumove kiseline (Yamaji et al. 2008, 2012). Terminalni događaj jeste formiranje depozita 
silicijuma u vidu silicijumskih tela ili fitolita. Naime, Si u koncentraciji većoj od 2 mM polimerizuje i 
formira amorfne strukture hidratisanih silikata (SiO2⋅nH2O) (Richmond and Sussman 2003). To se 
dešava u ćelijskom zidu, lumenu ćelija i interćelijskom prostoru. Depoziti Si se najčešće formiraju u 
epidermisu lista, ali i u endodermisu korena, mehanizmom koji nije do kraja rasvetljen (Sangster et al. 
2001; Ponzi and Pizzolongo 2003). Pretpostavlja se da je deponovanje silicijuma specifično za 
određeni tip ćelija. Smatra se da su evoporacija i dehidratacija ključni faktori za silicifikaciju, ali i 
uloga bioloških entiteta u tom procesu nije isključena (Parry et al. 1984; Exley 2015; Kumar et al. 
2017). Prema najnovijim istraživanjima, depoziti silicijuma u korenu sirka se mogu formirati samo u 
novonastalim ćelijskim zidovma kao integralni deo zida tokom njegovog formiranja (Soukup et al. 
2019). Zanimljivo je da je H4SiO4 u ksilemskom soku nađena u koncentracijama koje prevazilaze 
kritične vrednosti za polimerizaciju, što se može objasniti dinamičnom prirodom protočnog ksilemskog 
sistema (Hartley and Jones 1972; Casey et al. 2004; Liang et al. 2005a, 2006; Mitani et al. 2005). 




1.10.2 Silicijum kao koristan element za biljke 
Još 1865. Julius von Sachs je izostavio Si kao esencijalan element za rastenje i razvoj, ali je 
ukazao na njegovu visoku zastupljenost u biljkama. Hall and Morison (1906) su postavili pitanje uloge 
Si u biljkama, sumnjajući da element koji je toliko zastupljen u biljnim tkivima nema metaboličku 
ulogu. Još jedna u nizu anomalija u ponašanju Si jeste da je to jedini element koji ne ispoljava toksičan 
efekat kada je prisutan u višku (Epstein 1999). Si jeste esencijalan za alge dijatomeje (Darley and 
Volcani 1969; Lewin and Reimann 1969), kao i primitivne biljne vrste rastaviće (fam. Equisetaceae) 
(Chen and Lewin 1969). Međutim, esencijalnost za sve više biljke još uvek nije eksperimentalno 
dokazana. Epstein (1994) je zaključio da esencijalnost Si za sve biljke ne može da se dokaže zato što je 
nemoguće u potpunosti ukloniti Si iz eksperimentalnog hranljivog rastvora, jer i visoko prečišćena 
voda sadrži izvesne količine Si, stoga je nemoguće dobiti prave Si-deficitne biljke. Tako je isti autor 
predložio termin kvazi-esencijalnost za mnoge biljne vrste kod kojih apsolutna esencijalnost ne može 
biti ustanovljena. Element se definiše kao kvazi-esencijalan ukoliko je sveprisutan u biljnom carstvu, i 
ako deficit ovog elementa može značajno uticati na abnormalnosti u rastenju, razviću, razmnožavanju 
ili vijabilnosti (Epstein 1999). Zemljišta deficitna u Si su karakteristična za tropske regione, ali i širom 
sveta postoje obradive površine koje sadrže ograničenu količinu rastvorljivog Si (Meyer and Keeping 
2001; Rodrigues and Datnoff 2015). Kontinuirano i intenzivno obrađivanje zemljišta, kao i uklanjanje 
biljnih ostataka nakon žetve doprinelo je značajnom smanjenju količine biodostupnog Si u zemljištu 
(Meunier et al. 2008). 
Počeci rasvetljavanja uloge Si datiraju od polovine 20. veka kada je pokazano da dodavanje 
silikatne šljake znatno utiče na rast i produktivnost biljnih vrsta značajnih za poljoprivredu i 
hortikulturu (Clements 1965; Ayres 1966; Lewin and Reimann 1969). Si je čak deklarisan kao 
neophodan element u poljoprivredi (ako ne i fiziološki), i to naročito za gajenje pirinča (Lian 1976). 
Ova biljna vrsta pokazuje izuzetne razlike u prinosu ukoliko se gaji na lokalitetima koja sadrže Si u 
manjoj meri (Winslow et al. 1997). Naime, koristan efekat Si je naročito primetan kod biljaka 
izloženim stresu. S obzirom da u prirodi teško možemo naći sredinu u kojoj nije prisutan niti jedan 
stresni faktor, usvajanje Si se može smatrati adaptivnom osobinom, koje se dešava kao odgovor na 
spoljašnje faktore sredine i stoga, iako nije nužno esencijalan, za biljke je od fundamentalnog značaja 
(Hartley 2015; Frew et al. 2018). Poslednjih 25 godina istraživanja su fokusirana na rasvetljavanje 
mehanizama delovanja Si kod biljaka izloženih biotičkim i abiotičkim faktorima stresa. Razumevanje 
uloge i mehanizama delovanja Si u stresu će doprineti njegovoj širokoj upotrebi u cilju povećanja 
rezistencije i tolerancije biljaka na stres. 
Biotički stres, kao što je napad herbivora, patogenih gljiva, bakterija i nematoda, može biti 
sprečen ili ublažen usled prisustva silicijuma. Još polovinom 20. veka primećeno je da silicifikacija 
pruža zaštititu biljkama od pepelnice (Wagner 1940). Zaključeno je da depoziti silicijuma služe kao 
fizička barijera za ulazak i širenje patogena (Yoshida et al. 1962; McNaughton and Tarrants 1983). 
Međutim, istraživanja su pokazala da mehanička barijera nije dovoljan razlog da se objasni zaštitni 
efekat primene Si (Okuda and Takahashi 1965). Stoga je pretpostavljeno da Si ima i drugu ulogu osim 
pružanja mehaničke zaštite biljkama. Naredna istraživanja su pokazala da Si povećava koncentraciju 
metabolita (fenola i fitoaleksina) ali i aktivnost enzima uključenih u odbranu kao što su hitinaze i 
peroksidaze, polifenol-oksidaze kod napadnutih biljaka (Samuels et al. 1991; Chérif et al. 1992, 1994; 
Fawe et al. 1998). Stoga je zaključeno da Si ima aktivnu ulogu u zaštiti biljaka putem stimulacije 
odbrambenih mehanizama. Postavljena je i hipoteza da Si ima ulogu sekundarnog glasnika, kao 




biljkama da brže i efikasnije odgovore na napad patogena sa minimalnim metaboličkim ulaganjem 
(Fauteux et al. 2005; Chain et al. 2009; Van Bockhaven et al. 2013). Međutim, molekularni mehanizimi 
u pozadini ovakvog efekta su i dalje nepoznanica (Liang et al. 2015). Prema poslednjim mišljenjima, Si 
sprečava interakciju efektorskog molekula patogena sa receptorskim targetom u bijkama čime sprečava 
inhibiciju odbrambenog odgovora biljaka od strane patogena, i u krajnjem slučaju, prepoznavanje 
biljke kao domaćina određenog patogena (Coskun et al. 2019). 
1.10.3 Uloga Si u zaštiti biljaka od faktora abiotičkog stresa 
Silicijum redukuje efekte različitih vidova abiotičkog stresa, uključujući fizički stres (poleganje, 
suša, niske i visoke temperature, UV zračenje), kao i hemijski stres (stres solima, nedostatak hraniva, 
toksičnost metala). Mehanička podrška koju silicijum pruža biljkama održava listove u uspravnom 
položaju i povećava otpornost na poleganje, poboljšava iskorišćavanje sunčeve svetlosti, a time i 
efikasnost fotosinteze (Ma et al. 2001; Ma and Takahashi 2002). Depoziti Si u kutikuli smanjuju 
transmisiju UV zračenja na epidermis (Li et al. 2004). Kod biljaka izloženih suši, Si doprinosi održanju 
funkcije stoma, vodnog potencijala i relativnog sadržaja vode u biljkama, kao i smanjenju gubitka vode 
transpiracijom usled zadebljanja listova biljaka gajenih sa Si (Hattori et al. 2005; Gao et al. 2006; 
Ahmed et al. 2011). 
Za razliku od fizičkog stresa, korisni efekti Si na biljke koje se suočavaju sa nedostatkom ili 
viškom hraniva se ne mogu objasniti samo mehaničkim prisustvom Si. Uticaj Si na biljke suočene sa 
deficitom P kao jednim od izraženih problema današnjice podrazumeva ex planta mehanizme, koji se 
tiču povećanja dostupnosti P za biljke, ali i olakšanog usvajanja P stimulacijom in planta mehanizama 
(Ma and Takahashi 1990; Kostic et al. 2017). Mehanizmi delovanja Si kod biljaka koje su izložene 
nedostatku mikroelemenata, kao što su Fe, Zn i Mn, uključuju stimulaciju helirajućih jedinjenja 
(organske kiseline i fenoli) koji vrše mobilizaciju mikroelemenata iz hranljivog medijuma, kao i 
efikasnije iskorišćavanje apoplastnih rezervi Fe i Zn (Pavlovic et al. 2013; Bityutskii et al. 2014). 
Promene u nivou ekspresije gena odogovornih za ove procese su takođe zabeležene (Pavlovic et al. 
2013).   
Uticaj Si na ublažavanje dejstva toksičnosti teških metala postiže se različitim mehanizmima na 
nivou korena i/ili lista (Slika 1.9), što zavisi od biljne vrste ali i vrste metala, uslova rasta i trajanja 
stresa (Adrees et al. 2015). Poboljšanje opšteg fiziološkog stanja biljaka, stimulacija rasta biljaka 
gajenih u prisustvu viška metala kao i smanjenje štetnih efekata metala usled primene Si primećeno je 
kod različitih biljnih vrsta. Mehanizmi delovanja Si su dosta izučavani kod stresa Mn, Cd, Al, Zn. 
Williams i Vlamis (1957) su prvi otkrili da primena Si ublažava toksične efekte mangana na ječam tako 
što višak Mn nije koncentrisan u nekrotičnim tačkama u listovima već je, usled delovanja Si, Mn 
ravnomerno raspoređen (Williams and Vlamis 1957). Uticaj Si na distribuciju Mn je pokazan i kod 
drugih biljnih vrsta (Horst and Marschner 1978; Iwasaki et al. 2002; Rogalla and Römheld 2002). 
Pored toga, Si doprinosi smanjenju oksidativnog stresa izazavnog Mn u višku i utiče na metabolizam 
fenola (Shi et al. 2005a; Dragišić Maksimović et al. 2007, 2012). Mnogobrojna istraživanja uloge Si u 
stresu Cd su doprinela rasvetljavanju mehanizama delovanja Si. Pokazano je da akumulacija Si u 
blizini endodermisa bar delimično fizički blokira apoplastni tok kroz koren i zadržava apoplastni 
transport Cd, stoga i njegovu translokaciju do listova (Shi et al. 2005b). Razviće barijera za transport 
Cd u korenu, kao i povećano prisustvo Cd u apoplastu a smanjeno u simplastu je primetno kod biljaka 
kukuruza gajenih sa Si (Liang et al. 2005b; Vaculík et al. 2009, 2012). Pored toga, povećanje aktivnosti 




Shi et al. 2010; Farooq et al. 2013). Uticaj Si na antioksidativnu zaštitu je dominantan mehanizam 
delovanja Si kod stresa viškom Zn (Song et al. 2011). Si utiče i na samo usvajanje Zn, kao i drugih 
mineralnih elemenata (Gu et al. 2012; Bokor et al. 2015). U stresu Al, eksterni mehanizmi kao što su 
formiranje hidroksialuminijum-silikata kao i kompleksa Al sa fenolima oslobođenih iz korena, 
značajno smanjuju ulazak Al u biljke gajene sa Si (Hammond et al. 1995; Kidd et al. 2001; Vega et al. 
2019). Koristan efekat Si je pokazan i kod stresa hromom (Zeng et al. 2011), arsenom (Fleck et al. 
2013), natrijumom (Zhu et al. 2004; Bosnic et al. 2018), olovom (Li et al. 2012). 
Malobrojne studije koje su se bavile ispitivanjem uloge Si u stresu izazvanom prisustvom viška 
bakra rađene su na hortikulturnim vrstama kao i arabidopsisu, koji se ne smatraju izrazitim Si-
akumulatorima, kao i na monokotilama, pšenici i pirinču, koje usvajaju znatne količine Si. Kako Si 
reguliše metabolizam dikotila izloženih povišenim koncentracijama bakra, na fiziološkom, 
biohemijskom i molekularnom nivou, nije do kraja razjašnjeno. Dosadašnja istraživanja su nagovestila 
da više od jednog mehanizma delovanja Si može biti uključeno u odbrani biljaka izloženih toksičnosti 
bakra (Khandekar and Leisner 2011).  
 
 
Slika 1.9. Spoljašnji i unutrašnji mehanizmi delovanja silicijuma kod biljaka izloženih stresu teškim metalima. 




1.11 Biljke krastavca kao model sistem 
Krastavac (Cucumis sativus L.) kao model sistem ima značajnu ulogu u istraživanjima koja se 
tiču ispitivanja mehanizama delovanja Si u biljkama. Među prvim istraživanjima korisnog efekata Si su 
bili radovi na biljkama krastavca (Adatia and Besford 1986). Zapravo to je jedna od malobrojnih 
dikotila koja usvaja Si u značajnim količinama (Hodson et al. 2005). Influksni i efluksni tip 
transportera su nedavno funkcionalno okarakterisani u ovoj vrsti (Sun et al. 2017, 2018a). Krastavac, 
kao model biljka, izuzetno je doprineo rasvetljavanju uloge Si u biotičkom stresu (Chérif et al. 1994; 
Fawe et al. 1998). Istraživanja uloge Si kod krastavca izloženog toksičnim koncentracijama Mn 
(Dragišić Maksimović et al. 2007, 2012), kao i stresu solima (Zhu et al. 2004) su pokazala da je ova 
biljna vrsta pogodna za ispitivanje mehanizma delovanja Si u dikotilama suočenim sa faktorima 
abiotičkog stresa. 
Istovremeno, krastavac pripada biljnim vrstama osetljivim na prisustvo viška bakra, i agronomski 





2 Ciljevi rada 
Predmet izučavanja ove doktorske disertacije jeste ispitivanje uloge silicijuma u stresu izazvanom 
povišenim koncentracijama bakra kod biljaka krastavca, kao predstavnika dikotila koje mogu da 
aktivno usvajaju silicijum u obliku silicijumove kiseline. Opšti naučni cilj ove doktorske disertacije 
jeste da se različitim eksperimentalnim pristupima pronađu i rasvetle fiziološki i molekularni 
mehanizmi koji leže u osnovi potencijalnog protektivnog efekta primene silicijuma na biljke krastavca 
gajene u uslovima stresa izazvanog viškom bakra. U skladu sa tim su definisani specifični ciljevi: 
1. Opisati vizuelne promene na biljkama tretiranim bakrom kao i promene u strukturi i funkciji 
biljnih organa, korena i lista usled primene silicijuma 
2. Ispitati uticaj silicijumove kiseline na proces usvajanja bakra, njegov sadržaj u biljnim 
organima kao i preraspodelu na subćelijskom nivou 
3. Utvrditi nivo oksidativnog stresa u biljkama izloženim supraoptimalnim koncentracijama bakra, 
kao i ispitati aktivnost i ekspresiju enzima antioksidativne zaštite kod biljaka gajenih sa i bez 
dodavanja silicijuma u hranljivom medijumu 
4. Ispitati status helirajućih jedinjenja (organskih kiselina i aminokiselina) uključenih u 
homeostazu bakra, pod uticajem silicijuma 
5. Analizirati uticaj primene silicijuma na ekspresione profile gena uključenih u odgovor na stres, 
kao i gena i proteina koji sadrže bakar kao kofaktor, zajedno sa miRNK koje su odgovorne za 





3 Materijal i metode 
3.1 Gajenje biljaka 
3.1.1 Biljni materijal i uslovi gajenja u hidroponičnoj kulturi 
Seme krastavca (Cucumis sativus L. cv. Kineski dugi) je sterilisano u 4% natrijum-hipohloritu 
(NaOCl), a nakon toga, potopljeno je u 1 mM kalcijum-sulfat (CaSO4) na imbibiciju u aerisanim 
uslovima, preko noći. Zatim su semena postavljena na naklijavanje između dva sloja filter papira koji 
su nakvašeni destilovanom vodom, u mraku, na temperaturi od 25 °C. Nakon 5 dana, klijanci su 
prebačeni u hranljivi rastvor koji je sadržao sve esencijalne makroelemente u sledećim koncentracijama 
(mM): 0,7 K2SO4, 0,1 KCl, 2,0 Ca(NO3)2, 0,5 MgSO4, 0,1 KH2PO4, kao i mikroelemente (μM): 0,5 
MnSO4, 0,5 ZnSO4, 0,2 CuSO4, 0,01 (NH4)6Mo7O24, 10 H3BO3, 20 Fe
III
EDTA. U svakoj posudi 
zapremine 3l gajeno je po 5 biljaka. Hranljivi rastvor je konstantno aerisan i obnavljan na svaka dva 
dana, a pH rastvora je podešen na 6, što je proveravano svakog dana. Biljke su gajene pod 
kontrolisanim uslovima temperature 24 °C : 20 °C i fotoperiodom 16 h : 8 h (svetlost : mrak), pri 
količini svetlosti od 250 µmol/m
2
/s gustine fluksa fotona u visini biljke, što je obezbeđeno LED 
lampama (Apollo 8, Cidly Co., Ltd., Šendžen, Kina).  
3.1.2 Priprema silicijumove kiseline 
Tretman silicijumom podrazumevao je primenu Si u vidu silicijumove kiseline Si(OH)4 u 
koncentraciji od 1,5 mM, premda je po literaturnim podacima to najčešće korištena koncentracija, i 
imajući u vidu da Si(OH)4 u koncentraciji od 2 mM i višoj polimerizuje. Silicijumova kiselina dobijena 
je iz natrijum-silikata Na2SiO3 (Merck, Nemačka) upotrebom jono-izmenjivačke smole (Amberlite IR-
120, H
+
 form; Fluka, Buchs SG, Švajcarska), koja omogućava da se natrijumovi joni zamene 
vodonikovim jonima. Propuštanjem natrijum-silikata kroz kolonu ispunjenu jono-izmenjivačkom 
smolom dobijena je čista silicijumova kiselina, koja je na ovaj način svaki put pripremljena neposredno 
pre dodavanja u hranljivi rastvor (Nikolic et al. 2007). 
3.1.3 Testiranje efekata različitih koncentracija bakra 
U cilju odabira umereno toksične koncentracije sa kojom bi se nastavili dalji eksperimenti, 
testiran je efekat različitih doza bakra na biljke krastavca. Cu je primenjen u obliku bakar-sulfata 
(CuSO4) u sledećim koncentracijama: 5, 10, 15, 20 i 30 μM. Na osnovu vrednosti za ukupnu masu 
biljaka, kao i parametara oksidativnog stresa, odabrana je srednje toksična koncentracija koja je 





3.1.4 Tretmani biljaka bakrom i silicijumom 
Svaki eksperiment je podrazumevao gajenje biljaka u prekulturi u trajanju od 7 dana, nakon 
čega su započeti tretmani bakrom i silicijumom. Biljke su podeljene u dve grupe: kontrolne biljke, koje 
su gajene pri optimalnoj koncentraciji bakra (0,2 μM), i biljke kojima je u hranljivi rastvor dodat 10 
μM CuSO4. U svakoj grupi, polovina biljaka je gajena sa Si, tako što je 1,5 mM Si(OH)4 dodat u 
hranljivi rastvor, dok je druga polovina gajena bez Si. Ukupno je bilo 4 različite grupe biljaka označene 
na sledeći način: 
 K-Si (kontrolne biljke bez silicijuma) 
 K+Si (kontrolne biljke sa silicijumom) 
 +Cu-Si (biljke tretirane bakrom bez silicijuma) 
 +Cu+Si (biljke tretirane bakrom sa silicijumom) 
Analize efekata umereno toksične koncentracije bakra, kao i efekata tretmana silicijumom na biljke 
krastavca su podrazumevale praćenje opštih fizioloških parametara stanja biljaka, sastav mineralnih 
elemenata po organima i ćelijskim frakcijama, merenje nivoa oksidativnog stresa i antioksidativne 
zaštite, analizu proteina koji sadrže bakar kao kofaktor, analizu organskih kiselina i aminokiselina, 
analizu ekspresije izabranih gena koji učestvuju u svim navedenim procesima. 
3.1.5 Praćenje rasta i izgleda biljaka 
Izgled biljaka zabeležen je na fotografijama tokom različitih faza gajenja biljaka u pretretmanu i 
od početka tretmana bakrom i slicijumom. Ukupna sveža i suva masa biljaka u prvom eksperimentu 
merena je nakon tri dana tretmana, dok je masa pojedinačno korena i listova merena nakon jednog i 
nakon pet dana od početka tretmana na analitičkoj vagi (Sartorius, Nemačka), a prikazani su rezultati 
srednje vrednost od šest ponavljanja. 
3.1.6 Priprema biljnog materijala za analize 
Biljni materijal je pri uzorkovanju podeljen na koren i listove, i u zavisnosti od tipa analiza svež 
materijal je trenutno smrzavan u tečnom azotu, ili sušen na 70 °C u trajanju od 72 h. Uzorci su uzimani 
za analize nakon jednog dana i/ili nakon pet dana od početka tretmana, ukoliko nije drugačije 
naglašeno. Kratkotrajni tretmani mereni u satima, su uzorkovani u toku prvih 24 h od početka tretmana.  
3.2 Određivanje sadržaja hlorofila 
Sadržaj hlorofila izmeren je nedestruktivnom metodom, pomoću prenosivog uređaja za merenje 
hlorofila SPAD-502 (Spectral Plant Analysis Diagnostic; Minolta Camera Co., Osaka, Japan). Merenje 




Analiza je obuhvatila celu površinu lista tako da pojedinačna vrednost predstavlja srednju vrednost 
sadržaja hlorofila na celoj lisnoj površini, a vrednosti predstavljene na grafiku su rezultat pet 
ponavljanja na pojedinačnim biljkama u okviru tretirane grupe. 
3.3 Određivanje mineralnog sastava u biljnim organima 
Priprema za mineralnu analizu podrazumevala je ispiranje korena biljaka sa 1 mM etilen diamin 
tetra sirćetnom kiselinom (EDTA) i još dva puta bidestilovanom vodom (ddH2O), kako bi se uklonili 
zaostali elementi iz hranljivog rastvora, a koji su adsorbovani na površini korena. Nakon sušenja na 
70°C u trajanju od 72 h, uzorci biljnog materijala (korena i lista) usitnjeni su do finog praha, a zatim 
podvrgnuti digestiji u rastvoru koncentrovane azotne kiseline (HNO3) i 30% vodonik-peroksida (H2O2) 
u odnosu 3:2, u teflonskim sudovima u mikrotalasnoj pećnici (Speedwave MWS-3+; Berghof Products 
+ Instruments GmbH, Eningen, Nemačka) na temperaturi od 550 °C u trajanju od 1 h. Nakon razaranja, 
uzorci su razblaženi ddH2O, a sastav elemenata u uzorcima određen je optičkom emisionom 
spektroskopijom sa induktivno spregnutom plazmom, ICP-OES (SpectroGenesis EOP II, Spectro 
Analytical Instruments GmbH, Kleve, Nemačka). Koncentracija Cu izražena je u µg/g suve mase 
biljnog organa (korena i lista) dok je ukupan sadržaj elemenata Cu, Fe, Zn i Mn u listovima izračunat 
na osnovu koncentracije i ukupne mase listova. Srednja vrednost je dobijena na osnovu četiri 
ponavljanja.  
3.4 Merenje koncentracije Cu u ćelijskim frakcijama 
3.4.1 Frakcionacija biljnih tkiva 
Pre početka frakcionacije, koren je ispiran sa 1 mM EDTA a iz listova su odstranjeni glavni 
nervi. Biljni materijal je izmeren, a zatim smrznut na -20 °C kako bi došlo do pucanja ćelija i 
oslobađanja tečne frakcije. Nakon odmrzavanja, materijal je centrifugiran u tubama sa filterom za 
koncentrovanje uzoraka (Amicon ultra-15 Milipore tubes, Merck, Nemačka), na 3000 g u trajanju od 
15 min na 4 °C (Centrifuga 5417R, Eppendorf, Nemačka). Zatim je uzorak ispiran ddH2O i korak 
centrifugiranja je ponovljen. Ukupna tečna frakcija je prikupljena i ona predstavlja vodenu frakciju 
koja potiče od vakuole, simplasta i dela fluida apoplasta. Preostali materijal je homogenizovan i 
resuspendovan u 1% natrijum dodecil sulfatu (SDS) a zatim centrifugiran na 3000 g u trajanju od 10 
min na 20 °C (Centrifuga 5417R, Eppendorf, Nemačka). Supernatant je uzet a talog je tri puta ispiran 
ddH2O sa korakom centrifugiranja između. Ukupan supernatant je sakupljen i on predstavlja proteinsku 
frakciju koja potiče iz simplasta ćelija. Preostali talog predstavlja frakciju ćelijskog zida. 
3.4.2 Priprema frakcija za merenje koncentracije Cu 
Vodena i proteinska frakcija uparene su na 100 ºC do suvog ostatka na termo-ploči (Hotplate, 
Fisher Scientific, SAD) koji je resuspendovan u koncentrovanoj HNO3 i prebačen u teflonski sud u 
kojem je dodat 30% H2O2 a zatim je uzorak razoren u mikrotalasnoj pećnici kako je opisano. Talog 




određen je merenjem na ICP-OES-u, a koncentracija Cu izražena je u µg/g suve mase za svaku frakciju 
pojedinačno a zatim je izračunata procentualna zastupljenost Cu u svakoj pojedinačnoj frakciji. Uzorak 
od tri biljke je pulovan i predstavlja jedno ponavljanje a srednja vrednost je dobijena na osnovu tri 
ponavljanja. 
3.5 Određivanje stepena oštećenja korena 
U cilju utvrđivanja stepena oštećenja ćelijske membrane u korenu krastavca, merena je količina 
oslobođenih elektrolita pomoću EC-pH metra (Multi-parameter Meter HI3512; Hanna Instruments, 
Woonsocket, RI, SAD) u vremenskim intervalima 4, 8, 12 i 24 h od početka tretmana. Nakon ispiranja 
1 mM EDTA i dva puta ddH2O, koren biljaka je potopljen u određenoj količini dejonizovane vode uz 
konstantnu aeraciju u trajanju od 1 h. Koren je zatim isečen, izmeren i osušen, dok su elektroliti koji su 
iscureli iz ćelija korena izmereni u dejonizovanoj vodi u kojoj je koren inkubiran. Takođe, za dobijanje 
rezultata 100% oštećenog korena, uzorci od svakog tretmana su prvo izmereni a nakon merenja 
smrznuti, kao bi pucanje ćelija pod dejstvom leda izazvalo maksimalno curenje elektrolita kod datog 
tretmana a zatim su takvi korenovi inkubirani na isti način kao što je opisano. Količina elektrolita izašla 
iz smrznutog korena predstavlja vrednosti za 100% oštećen koren. Količina iscurelih elektrolita 
preračunata je na masu korena a zatim je za svaki tretman izračunato procentualno oštećenje u odnosu 
na vrednosti dobijene za 100% oštećen koren za isti tretman. 
3.6 Merenje sadržaja ukupnih fenola 
Za merenje ukupnih fenola korišćen je Folin-Ciocalteu (FC) reagens koji omogućava 
kolorimetrijsku reakciju, dok je za preračunavanje sadržaja fenola korišćena galna kiselina (GA) za 
pravljenje standardne krive (Singleton and Rossi 1965; Ainsworth and Gillespie 2007). Biljni materijal 
(koren) homogenizovan je u tečnom azotu a ukupni fenoli su ekstrahovani u 75%  metanolu. Uzorci su 
inkubirani u mraku uz mešanje na sobnoj temperaturi u trajanju od 24 h. Nakon centrifugiranja na 13 
000 g, 10 min (MiniSpin, Eppendorf, Nemačka), supernatant je sakupljen i dalje korišćen. Reakciona 
smeša je sadržala FC reagens, uzorak i ddH2O do određenog volumena a nakon 3 min dodat je 20% 
natrijum-karbonat (Na2CO3) a finalna zapremina je bila 2 ml. Blank bez uzorka kao i standardi GA 
pripremljeni su na isti način. Nakon dva sata inkubacije na sobnoj temperaturi, merena je apsorbanca 
na 765 nm na spektrofotometru (Infinite 200 PRO microplate reader, Tecan, Švajcarska). Na osnovu 
standardne krive izračunat je sadržaj ukupnih fenola i izražen u ekvivalentima GA (mg GAE/g suve 
mase). Predstavljene su srednje vrednosti od četiri ponavljanja. 
3.7 Histohemijsko bojenje lignina u korenu 
Bojenje i vizuelizacija lignina su izvršeni po proceduri Lux et al. (2015). Celi korenovi su 
čuvani u 70 % metanolu na 4 ºC do trenutka bojenja koje je podrazumevalo potapanje korenova u 
rastvor mlečne kiseline a zatim inkubaciju na 60 ºC u mraku u trajanju od 1h. Zatim su korenovi isprani 
u ddH2O, a potom je izvršeno bojenje sa 2 % floroglucinolom rastvorenim u 96% etanolu, a posle 2 
min je dodata 25% hlorovodonična kiselina (HCl). Celi korenovi su skenirani u cilju vizuelizacije 




tretmana su posmatrani pod fluorescentnim mikroskopom (Zeiss Axioskop 2 plus epifluorescence 
microscope, Jena, Nemačka) i slikani digitalnom kamerom (Olympus DP-72). Intenzitet lignifikacije 
dobijen je na osnovu denzitometrijske analize fotografija u softveru Image J. 
3.8 Merenje nivoa peroksidacije lipida 
Nivo lipidne peroksidacije određen je praćenjem njihovih krajnjih produkata peroksidacije, pre 
svega malondialdehida (MDA) po metodi Hodges et al. (1999). Biljni materijal (koren i list)  
homogenizovan je u 20% trihlorsirćetnoj kiselini (TCA) a potom centrifugiran na 14 000 g tokom 20 
min na 4 ºC (Centrifuga 5417R, Eppendorf, Nemačka). Supernatant je pomešan sa istom količinom 20 
% TCA koja je sadržala 0,5 % tiobarbituratnu kiselinu (TBA). Reakciona smeša je zatim inkubirana na 
95 ºC u termobloku (Biometra, Nemačka) tokom 30 min a reakcija je prekinuta naglim hlađenjem na 
ledu. Nakon centrifugiranja na 14 000 g, 10 min (Centrifuga 5417R, Eppendorf, Nemačka), merena je 
apsorbanca na 532 nm i korigovana na nespecifičnu asorbancu izmerenu na 600 nm na 
spektorfotometru (Ultrospec 3200 pro, GE Healthcare Life Sciences, SAD). Koncentracija MDA 
izračunata je u nmol po gramu sveže mase koristeći ekstinkcioni koeficijenta 155/mM/cm. Srednje 
vrednosti su izračunate na osnovu pet ponavljanja. 
3.9 Analize proteina 
3.9.1 Ekstrakcija proteina 
Biljni materijal (koren i list) samleven je uz pomoć tučka i avana u tečnom azotu a zatim se 
ekstrakcija razlikovala u zavisnosti da li su uzorci korišćeni za analizu aktivnosti enzima ili detekciju 
proteina metodom Western blot. Uzorci za analizu aktivnost enzima homogenizovani su u 
ekstrakcionom puferu koji je sadržao 50 mM kalijum-fosfatni (K-P) pufer pH 7,0; 0,1 mM EDTA i 2% 
(w/v) polivinilpirolidon (PVP), a zatim centrifugirani na 13 000 g u trajanju od 20 min na 4 °C 
(Centrifuga 5417R, Eppendorf, Nemačka). Supernatant je sakupljen i korišćen u esejima određivanja 
aktivnosti enzima. 
Za izolovanje proteina koji su analizirani metodom Western blot, korišćen je ekstrakcioni pufer 
koji je sadržao 25 mM Trisaminometan (Tris) - HCl pH 7,5; 2 mM EDTA i inhibitor proteza 
fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF) koncentracije 0,1 mM. Nakon snažnog mešanja, uzorci su inkubirani 
sat vremena na sobnoj temperaturi (ST) a zatim centrifugirani 10 min na 10 000 g (MiniSpin, 
Eppendorf, Nemačka). Supernatant je korišćen u narednim koracima.  
3.9.2 Merenje koncentracije proteina 
Proteini su kvantifikovani metodom prema Bradfordu koja se zasniva na kolorimetrijskoj 
reakciji upotrebom reagensa “BioRad Protein Assay Dye” (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, SAD). 




apsorbanca na 595 nm na spektrofotometru (Tecan Infinite 200 PRO microplate reader). Koncentracija 
proteina u uzorku dobijena je na osnovu standardne krive koja je konstruisana upotrebom serije 
koncentracija goveđeg serum albumina BSA (eng. Bovin Serum Albumin) kao standarda (Bradford 
1976).  
3.9.3 Određivanje aktivnosti antioksidativnih enzima 
Ukupna aktivnost enzima superoksid-dismutase (SOD) određena je na osnovu merenja 
inhibicije fotohemijske redukcije nitro plavo tetrazolijuma (NBT) po metodi Giannopolitis and Ries 
(1977). Reakciona smeša sastojala se od 50 mM K-P pufera pH 7,0; 0,1 mM EDTA, 13 mM metionina, 
75 μM NBT, 2 μM riboflavina i određene količine proteinskog ekstrakta (korena i lista) u finalnoj 
zapremini od 1 ml. Riboflavin je poslednji dodat u reakcionu smešu a sama reakcija inicirana je 
izlaganjem fluorescentnoj svetlosti. Nakon 15 minuta merena je apsorbanca na 560 nm na 
spektrofotometru (Infinite 200 PRO microplate reader, Tecan, Švajcarska) i kalibrisana u odnosu na 
vrednosti za iste uzorke ali koji su inkubirani u mraku. Aktivnost SOD izračunata je po formuli V/v-1, 
gde je v aktivnost uzorka, a V aktivnost blanka bez enzima i izražena je U/mg proteina. 
Aktivnost askorbat-peroksidaze merena je u reakcionoj smeši koja je sadržala 50 mM K-P pufer 
pH 7,0; 0,1 mM EDTA; 0,25 mM askorbat i 0,5 mM H2O2 i određenu količinu proteinskog ekstrakta 
(korena i lista) u finalnoj zapremini od 1 ml. H2O2-zavisna oksidacija askorbata detektovana je na 
osnovu smanjenja apsorbance na 290 nm na spektrofotometru (Ultrospec 3200 pro, GE Healthcare Life 
Sciences, SAD) a aktivnost enzima je izračunata pomoću ekstinkcionog koeficijenta (ε = 2.8/mM/cm) 
po metodi Nakano and Asada (1981), i izražena U/mg proteina.  
Reakciona smeša za merenje aktivnosti katalaze sadržala je 50 mM K-P pufer pH 7,0; 0,1 mM 
EDTA, 15 mM H2O2 i odgovarajuću količinu proteinskog ekstrakta lista u finalnoj zapremini od 1 ml. 
Reakcija je inicirana dodavanjem H2O2, a aktivnost enzima je dobijena praćenjem kinetike smanjenja 
apsorbance merene na 240 nm na spektrofotometru (Ultrospec 3200 pro, GE Healthcare Life Sciences, 
SAD), kao posledice razlaganja H2O2, i izračunata na osnovu ekstinkcionog koeficijenta 
(ε = 0.036/mM/cm) po metodi Havir and McHale (1987), i izražena u U/mg proteina. 
3.9.4 Vertikalna elektroforeza na poliakrilamidnom gelu pod denaturišućim 
uslovima (SDS-PAGE) 
SDS-PAGE omogućava razdvajanja proteina prema molekulskoj masi. Denaturišući SDS 
poliakrilamidni gel sastoji se iz gela za koncentrovanje uzorka (eng. stacking gel) i gela za razdvajanje 
uzoraka (eng. running gel). 15% poliakrilamidni SDS gel za razdvajanje uzoraka je sadržao 0,1% SDS, 
pripremljen u puferu 1,5 M Tris-HCl pH 8,8, pomoću 0,1% amonijumpersulfata (APS) kao inicijatora i 
0,01% tetrametiletilendiamina (TEMED) kao katalizatora polimerizacije. Za pripremanje 5% 
poliakrilamidnog SDS gela za koncentrovanje uzoraka korišćen je pufer 0,5 M Tris HCl pH 6,8. Uzorci 
su neposredno pre nanošenja na gel pomešani sa denaturišućim puferom za uzorak (0,063 M Tris HCl 
pH 6,8; 2% SDS; 10% glicerol; 5% β-markaptoetanol) koji je sadržao boju (0,25%, brom-fenol plavo, 




veličine proteina, koriščeni su komercijalni proteinski markeri (PageRuler, ThermoFisher Scientific, 
SAD). 
Proteinski ekstrakti su elektroforetski razdvojeni u TGB puferu (25 mM Tris, 250 mM glicin, 
0,1% SDS u ddH2O) pri naponu od 90 V dok su uzorci putovali kroz gel za koncentrovanje, i naponu 
od 150 V dok su uzorci putovali kroz gel za razdvajanje uzoraka. Uspešnost elektroforeze je proverena 
bojenjem gela Comassie brilliant blue bojom R-250 (0,25%) rastvorenom u smeši koja je sadržala 45% 
metanola, 45% vode i 10% sirćetne kiseline u cilju vizuelizacije razdvojenih proteina.  
3.9.5 Transfer proteina na membranu i i imunohemijska detekcija proteina 
(Western blot) 
Transfer proteina sa gela na polivinil-difluoridnu (PVDF) membranu sa porama veličine 0,45 
μm (Immobilone-P, Millipore, MA, SAD) trajao je 30 min pri jačini struje od 4 mA po cm
2
 membrane 
i izveden je u aparatu za polusuvi transfer (Biometra, Nemačka). Nakon završenog transfera, membrana 
je inkubirana 2 min u rastvoru Ponceau S (0,1% Ponceau S boja; 1% sirćetna kiselina), koji omogućava 
reverzibilno boljenje membrane radi potvrde da je transfer uspešno i ravnomerno obavljen. Membrana 
je zatim nekoliko puta ispirana u puferu PBS-T (80 mM Na2HPO4, 100 mM NaCl, 20mM NaH2PO4 pH 
7,4 i 0,1% Tween 20) radi potpunog odbojavanja. 
U cilju blokiranja nespecifičnog vezivanja antitela, membrana je zatim inkubirana u 5% BSA 
rastvorenom u puferu PBS-T u trajanju od 1h na ST nakon čega je membrana 2 puta kratko isprana 
ddH2O. 
Imunohemijska detekcija proteina od interesa obavljena je u narednim koracima koji 
podrazumevaju inkubaciju membrane sa primarnim i sekundarnim antitelima. Inkubacija sa primarnim 
antitelom (Agrisera Antibodies, Svedska) koje je specifično za ciljni protein (izoforme Cu/Zn SOD i 
plastocijanin) kao i endogenu kontrolu (aktin) izvršena je pod odgovarajućim uslovima prema 
specifikaciji proizvođača, u trajanju od 1h na sobnoj temperaturi (ST) ili preko noći (ON) na 4 °C, 
zavisno od vrste antitela (Tabela 3.1). 
Zatim je membrana temeljno ispirana u PBS-T puferu, jednom u trajanju od 15 min i tri puta po 
5 min. Inkubacija sa odgovarajućim sekundarnim antitelom specifičnim za primarno antitelo, trajala je 
1h na sobnoj temperaturi (Tabela 3.1). Nakon temeljnog ispiranja membrane na opisan način usledila 
je hemiluminiscentna detekcija proteina pomoću ECL sistema (Immobilon™Western, Millipore, SAD). 
Pošto je sekundarno antitelo konjugovano sa peroksidazom rena (HRP), dodavanjem komponenti ECL 
sistema prema uputstvu proizvođača, oslobađa se hemiluminiscentni signal čiji je intenzitet 
proporcionalan količini proteina u uzorku. Detekcija signala se vrši u mračnoj komori, pomoću 
radiografskih filmova (Kodak, Rochester, NY, SAD). Ekspozicija filmova je trajala od nekoliko 
sekundi do nekoliko minuta, nakon čega se pristupilo razvijanju fotografija. Intenzitet signala je 
dobijen denzitometrijskom analizom fotografija u softveru Image J. Količina proteina Cu/Zn SOD i 
plastocijanina određena je relativno u odnosu na endogenu kontrolu (aktin) a promene u količini 
















1:2000 u 2% 
BSA 
1 h na ST 
HRP-konjugovano anti-
mišji IgG  
1:5000 u 1% 
BSA 
1h na ST 
Pileći Anti-
Cu/Zn SOD 
1:1500 u 5% 
BSA 
ON na 4 ºC 
HRP-konjugovano anti-
pileći IgY  
1:5000 u 1% 
BSA 
1h na ST 
Zečji Anti-
Plastocijanin 
1:100000 u 1% 
BSA 
ON na 4 ºC 
HRP-konjugovano anti-
zečji-IgG  
1:20000 u 1% 
BSA 
1h na ST 
 
3.10 Analiza ekspresije gena 
3.10.1 Ekstrakcija ukupne RNK 
Biljni materijal (koren i list) sampleven je u tečnom azotu a zatim homogenizovan u 
ekstrakcionom puferu koji je sadržao 8 M guanidin hidrohlorid, 20 mM 2-(N-morfolino) etansulfonsku 
kiselinu (MES), 20 mM EDTA i 2% β-merkaptoetanola. Nakon dužeg mešanja, dodata je jednaka 
zapremina fenola pH 5,2 a zatim su uzorci centrifugirani 10 min na 12 000 g (MiniSpin, Eppendorf, 
Nemačka), na ST. Fenol denaturiše proteine, što dovodi do njihovog odvajanja od nukleinskih kiselina, 
i doprinosi razdvajanju organske i vodene faze. Gornja vodena faza, u kojoj se nalaze nukleinske 
kiseline, izdvojena je i pomešana sa jednakom zapreminom smeše fenola i SEVAG-a (hloroform: 
izoamil alkohol u odnosu 24:1). Nakon snažnog mešanja i centrifugiranja 2 min na 12 000 g, na ST, 
gornja, vodena faza je uzeta i ponavljen je predhodni korak. Zatim je gornja faza pomešana sa SEVAG-
om u odnosu 1:1 pa je centrifugirana 2 min pod istim uslovima. Sledio je korak alkoholne precipitacije, 
gde je gornja, vodena faza pomešana sa 2 volumena apsolutnog etanola i dodata je 1/20 ukupog 
volumena 4M Na-acetata, pH 5,2. Nakon blagog mešanja, rastvor je inkubiran 30 minuta na -20 °C. 
Nakon centrifugiranja u trajanju od 10 min na 12 000 g (MiniSpin, Eppendorf, Nemačka), istaložena 
RNK je ispirana u hladnom 70% etanolu, koji je nakon centrifugiranja od 5 min odliven i uparen u 
vakuum uparivaču. Talog je rastvoren u vodi bez nukleaza (eng. RNase Free Water) a koncentracija 
RNK je izmerena na spektrofotometru NanoVue
TM
 (GE Healthcare Life Sciences, SAD). RNK je 
čuvana na -80 °C.  
3.10.2 Tretman dezoksiribonukleazom  
Nakon izolovanja RNK, zaostala genomska DNK se uklanja enzimom dezoksiribonukleazom 
(DNazom) I (Ambion DNA-free kit). Reakciona smeša koja se sastojala od 5 μg RNK, 2 U 
rekombinantne DNaze I i odgovarajućeg pufera (10 mM Tris-HCl pH 7,5; 2,5 mM MgCl2; 0,1 mM 




trajanju od 30 min. Reakcija je zaustavljena dodavanjem inaktivatora DNaze I a nakon inkubacije od 2 
min na ST, smeša je centrifugirana na 10 000 g u trajanju od 1,5 min (MiniSpin, Eppendorf, Nemačka). 
Supernatant je izdvojen a koncentracija RNK je izmerena na spektrofotometru NanoVue
TM
 (GE 
Healthcare Life Sciences, SAD).  
3.10.3 Sinteza komplementarne DNK (cDNK) 
Za sintezu prvog lanca cDNK korišćen je RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit 
(ThermoFisher Scientific, SAD). Reakciona smeša sadržala je 1 μg RNK i 100 pmol nasumičnih 
heksamernih prajmera odnosno 20 pmol specifičnih ,,stem-loop“ prajmera koji omogućavaju reverznu 
transkripciju (RT) miRNK (Tabela 3.2). Prvi korak čini vezivanje prajmera za matricu koje se odvijalo 
na 65°C u termobloku (Biometra, Nemačka) u trajanju od 5 min, a potom su uzorci ohlađeni na ledu 2 
min. U reakcionu smešu su zatim dodate sledeće komponente: reverzna transkriptaza (200 U), smeša 
dNTP (1 mM), inhibitor RNaze (20 U) i reakcioni pufer (50 mM Tris-HCl pH 8,3; 50 mM KCl, 4 mM 
MgCl2 i 50 mM ditiotritol (DTT)), u finalnoj zapremini od 20 µL, po uputstvu proizvođača. Nakon 
inkubacije 10 min na ST, reakcija je nastavljena na 42 °C u termobloku u trajanju od sat vremena a 
potom je reakcija prekinuta inkubacijom 10 min na 70 °C. 
 
Tabela 3.2 Sekvence ,,stem-loop“ prajmera za reverznu transkripciju miRNK 




3.10.4 Dizajn prajmera 
Prajmeri za analizu ekspresije gena su dizajnirani u programu Primer3plus 
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) na osnovu sekvenci iz baze 
podataka za krastavac (http://cucurbitgenomics.org/), NCBI baze podataka, kao i baze sekvenci 
miRNK (http://www.mirbase.org/). 
,,Stem-loop“ prajmeri za analizu ekspresije miRNK (Tabela 3.2) su dizajnirani tako da 
obezbeđuju visoku specifičnost prema individualnim miRNK zahvaljujući prisustvu 6 nukleotida (nt) 
na 3’ kraju koji je reverzno komplementaran nizu od 6 nt na 3’ kraju odgovarajuće miRNK, a osatak 
sekvence čini region koji formira petlju, zahvaljujući intramolekularnoj komplementarnosti sekvence 
(Varkonyi-Gasic et al. 2007). Za amplifikaciju miRNK dizajnirani su direktni prajmeri specifični za 
miR398 odnosno miR408 (Tabela 3.3) dok je reverzni prajmer univerzalan, odnosno vezuje se u 




sa izuzetkom niza od 6 nukleotida na 3' kraju miRNK, a 5' kraj bogat GC nukleotidima dodaje se 
svakom direktnom prajmeru da bi se povećala temperatura topljenja (Tm) (Varkonyi-Gasic et al. 2007).  
 
Slika 3.1. Shematski prikaz ,,stem-loop“ reverzne transkripcije (RT) miRNK i amplifikacije produkata RT u 
real-time PCR reakciji sa specifičnim direktnim prajmerima i univerzalnim reverznim prajmerom. Slika 
modifikovana prema Varkonyi-Gasic et al. (2007). 
 
Za svaki par prajmera urađena je efikasnost PCR reakcije i izračunata po formuli E = 10
-1/nagib-1
.
   
Prihvatljiva efikasnost je bila izmedju 90 i 110% (-3.6 > nagib > -3.1). Sekvence direktnih i reverznih 
prajmera kao i pristupni brojevi analiziranih gena navedeni su u Tabeli 3.3. 
 
3.10.5 Umnožavanje DNK fragmenata metodom lančane reakcije polimeraze 
(PCR) 
Za umnožavanje DNK fragmenata metodom PCR korišćen je enzim Taq polimeraza 
(Fermentas) i PCR aparat (Professional Thermocycer, Biometra). Reakciona smeša sadržala je sledeće 
komponente: 10 ng matrice DNK; 0,2 mM smeša dNTP, po 0,2 µM specifičnih prajmera (direktnog i 
reverznog); 2,5 U Taq polimeraze kao i odgovarajući pufer (50 mM KCl; 10 mM Tris-HCl pH 8,8; 
0,1% Triton X-100; 2,5 mM MgCl2) u zapremini od 25 µl. Program PCR odvijao se u sledećim 
koracima: inicijalna denaturacija 5 min na 95 ºC, 40 ciklusa koji obuhvataju denaturaciju 30 sekundi na 
95 ºC, vezivanje prajmera 30 sekundi na 60 ºC i ekstenziju 30 sekundi na 72 ºC, i na kraju finalna 
ekstenzija 10 min na 72 ºC. PCR produkti su provereni elektroforetskim razdvajanjem na 2% gelu od 
agaroze u TAE puferu (0,04 M Tris-acetat i 1 mM EDTA) pri naponu od 100 V i vizuelizovani 





Tabela 3.3 Sekvence prajmera korišćenih u radu. 
 
Gen Direktan prajmer (5’-3’) Reverzni prajmer (5’-3’) 
Pristupni broj iz 
baze sekvenci 
    
ACT GCTGGCATATGTTGCTCTTG CGATGGTGATGACTTGTCCA AB010922 
F-box ATCAGCGGAGAGATTTGAGTG ACAACCAGCAATCCAAGACC XM_031885920.1 
COPT1 CCGATTGATTAAGGAAGATTCG AAATCCCAAGCAATGTCCAC XM_004145227.3 
FRO4 TGGCCATCTTTCCAATCTTC TAGCAATCACTCCTGCAACG XM_011652875.2 
PAL1 CTTTGCATGGAGGCAACTTT GCTCGGGTTTCTACTTGCAG AF475285 
LAC3 TCGAGCCACTGTCTATGG CTCCGGTAAAAAGTGCTT XM_004153642.3 
CSD2 ACGCCTTAGGTGACACAA TGCCATCTTCACCAACGA NM_001280768.1 
APX CTCTGGTGGTCACACATT GTCTGATGCCAACTGCAG KC839995.1 
CAT GGATTCGCCGTCAAATTC GTTGGGTTTAAAGGCACG FJ609169.1 
PC GGGGAGAAAATCACGTTCAA TCGAGATCTTTCCCACATCA XM_004136318.3 
MT3 CTGTTCCGACAAGACCCA CTGCACTTGTCGTTGTGC GQ487332.1 
PCS ACGGTCCCCTACGTTAGCTT TCACTGGGTTCCACTTACCC XM_031886577.1 
NAS1 GGAGTTCGAGGTGGTGTTTC CCACCACCGGATAAACAAAC XM004158701 
YSL3 TCCATGCTTTTAAGCCAA CGGGACCTTGTACTCACC XM_031880336.1 
U6 GGGACATCCGATAAAATT TTTCTCGATTTGTGCGTG XR_004216382.1 
miR398 GCGGCGGTGTGTTCTCAGGTCG  MIMAT0026174 








3.10.6 Kvantitativni PCR u realnom vremenu 
Za kvantitivni PCR u realnom vremenu korišćen je Maxima SYBR Green/ROX qPCR master 




matrica cDNK u količini od 10 ng kao i po 0,2 µM specifičnih prajmera u finalnom volumenu reakcije 
od 20 µl. Kvantitivni PCR urađen je na pločama sa 96 bunarića (MicroAmpTM Optical, Applied 
Biosystems, SAD) u aparatu ABI Prism 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems) u 
sledećim koracima: 2 min na 50 °C, 10 min na 95 °C i 40 ponovljenih ciklusa: denaturacije na 95 °C, 
15 s, i ekstenzije na 60 °C u trajanju od 1 min. Rezultati su analizirani u softveru 7500 System 
Software (Applied Biosystem) i prikazani kao relativna kvantifikacija u odnosu na referentne gene (F-
box i aktin, kao i U6 za miRNK) i kontrolne, netretirane uzorke tj. po metodi 2
-ΔΔCt
. 
3.11 Analiza organskih kiselina 
3.11.1 Priprema uzoraka za analizu  
Sastav organskih kiselina analiziran je u korenu, listu i ksilemskom soku. Uzorci korena i lista 
su samleveni u tečnom azotu a zatim su organske kiseline ekstrahovane u 75% metanolu. Ksilemski 
sok je sakupljen eksudacijom nakon odsecanja nadzemnog dela biljaka 2 cm iznad osnove korena. 
Meka silikonska creva su pričvršćena preko odsečenog dela i ksilemski sok je sakupljan tokom 1 h, 
nakon odbacivanja eksudata sakupljenih tokom prvih par minuta. Ksilemski sok je pomešan sa 
metanolom u odnosu 50 : 50. Uzorci su profiltrirani kroz 0,22 μm najlonske špric filtere (Phenomenex, 
Torrrance, CA, SAD), pre injektovanja na kolonu. 
3.11.2 Identifikacija i kvantifikacija organskih kiselina tečnom hromatografijom 
visokih performansi 
Analiza organskih kiselina izvršena je tečnom hromatografijom visokih performansi (HPLC) 
(20 AB Prominence Shimadzu HPLC system) u sistemu povezanom sa fotodiodnim detektorom (LC-
20AB, Shimadzu, Kyoto, Japan) i pomoću kolone za organske kiseline (Rezex ROA) dimenzija 300 × 
7.8 mm, 8 μm (Phenomenex, Torrance, CA, SAD). Izokratski elucioni gradijent je formiran sa 95% 5 
mM H2SO4 i 5% acetonitrilom, pri brzini protoka od 0,2 mL/min u prvih 45 min i 0,5 mL/min od 45 do 
60 min, na 25 °C prema metodi Lin et al. (2011). Hromatogrami su detektovani na 200 nm, a specifične 
organske kiseline su identifikovane na osnovu retencionih vremena i poređenjem njihovih spektara sa 
spektrima autentičnih standarda kao i metodom standardnog dodatka. Kvantifikacija je izvršena 
primenom linearne regresije na odnos ukupne površine ispod pika i koncentracije u poređenju sa 




3.12 Analiza aminokiselina  
3.12.1 Ekstrakcija aminokiselina iz lista biljaka 
Listovi biljaka su homogenizovani u tečnom azotu a zatim za analizu nikocijanamina, uzorci su 
ekstrahovani u vodi i inkubirani 30 min na 80 °C. Nakon cenrifugiranja na 16 000 g u trajanju od 10 
min, na ST, supernatant je sakupljen i korišćen u narednim koracima. Ekstrakcija histidina je izvršena u 
50% metanolu a nakon centrifugiranja na 16 000 g, 10 min, na 4 ºC (Centrifuga 5417R, Eppendorf, 
Nemačka), supernatant je sakupljen. Svi uzorci su filtrirani kroz 0,45 µm najlonski membranski filter 
(Millex, Millipore) pre analize na HPLC. 
3.12.2 Kvantifikacija aminokiselina tečnom hromatografijom visokih performansi  
Analiza aminokiselina (AK) nikocijanamina (NA) i histidina (His) izvršena pomoću 
derivatizacije sa o-ftalaldehidom i 3-merkaptopropionskom kiselinom (OPA/MPA). Uzorci su 
derivatizovani sa OPA/MPA u trajanju od 5 min i odmah naneti na reverzno-faznu kolonu Luna C18 
dimenzija 5.0 μm, 250 × 4.6 mm (Phenomenex Ltd., Torrance, CA, SAD) na HPLC sistemu (20 AB 
Prominence Shimadzu HPLC system, Kyoto, Japan). Elucioni gradijent je formiran pomoću rastvora 
A: natrijum acetat i rastvora B: acetat–acetonitril–metanol (46:44:10) pri brzini protoka od 1.2 ml/min 
na 40 °C, kao što je opisano u radu Vasanits et al. (2000). Intenzitet fluorescencije derivata 
OPA/MPA/AK izmeren je na talasnoj dužini od 454 nm nakon ekscitacije na 337 nm, upotrebom 
fluorescentnog detektora RF-10-AXL (Prominence, Shimadzu, Japan). Kvantifikacija NA i His 
zasnivana je na obradi površine pika derivata i izračunata na osnovu standardnih krivi konstruisani 
upotrebom standarda NA (Toronto Research Chemicals, North York, Kanada) i His (Sigma-Aldrich, 
St. Louis, MO, SAD). 
3.13 Statistička obrada podataka 
Statistička obrada podataka urađena je uz pomoć statističkog paketa SPSS 21.0 (IBM, Armonk, 
NY, SAD). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti ± standardna devijacija (SD), dobijene u 
više ponavljanja. Za analizu statističke značajnosti razlika srednjih vrednosti korišćen je Takijev post 
hok test, a vrednosti parametra p manja od 0,05 je smatrana statistički značajnom. Grafičko 






4.1 Testiranje različitih koncentracija bakra na biljkama krastavca 
Optimalni uslovi za gajenje biljaka krastavca u hidroponičnoj kulturi obezbedili su ujednačeno 
rastenje i razviće biljaka, te s toga, sve uočene promene na biljkama se mogu pripisati primenjenim 
tretmanima (Slika 4.1). U cilju utvrđivanja umereno toksične koncentracije koja nema letalan efekat i 
koja ne dovodi do izrazitog zaostajanja u rastenju sprovedeno je testiranje uticaja različitih 
koncentracija Cu na biljke krastavca i definisana je doza bakra koja je korišćena u daljem 
eksperimentalnom radu. Određivanje umereno toksične koncentracije Cu bilo je naročito značajno kako 
bi tretirane biljke imale adekvatan prinos biomase neophodan za dalja istraživanja. Paralelno, ispitivan 
je efekat delovanja silicijuma u kombinaciji sa različitim koncentracijama bakra. Analizirani su 
parametri rastenja biljaka (ukupna biomasa) i parametri oksidativnog stresa koji je glavni simptom 
prisustva povišenih koncentracija bakra u biljkama.  
 
 
Slika 4.1. Gajenje biljaka krastavca u hidroponičnoj kulturi: (a) klijanici stari 7 dana, (b) i (c) biljke stare dve 
nedelje. 
4.1.1 Utvrđivanje efekata različitih doza Cu na parametre rastenja 
Sve primenjene koncentracije Cu (5, 10, 15 i 20 µM) imale su inhibirajući efekat na rastenje 
biljaka u poređenju sa biljkama gajenim u optimalnim koncentracijama Cu (0,2 µM) (Slika 4.2). 
Koncentracija od 5 µM Cu, dovela je do smanjenja ukupne biomase ali znatno manje nego ostale 
primenjene koncentracije. Koncentracija od 10 µM Cu značajno je smanjila biomasu, za oko 60 % u 
odnosu na kontrolu, dok su više koncentracije (15 i 20 µM Cu) imale još izraženiji efekat na smanjenje 
ukupne biomase biljaka (Slika 4.3). Bakar u koncentraciji od 30 µM Cu imao je letalan efekat na biljke 
već sat vremena nakon početka tretmana (rezultati nisu prikazani niti su bili predmet daljeg 
razmatranja).  
Primena Si u kombinaciji sa svim ispitivanim koncentracijama Cu, dovela je do povećanja 
biomase u odnosu na tretman istom koncentracijom Cu ali bez Si (Slika 4.2). U tretmanu 5 µM Cu, Si 
je neznatno povećao biomasu biljaka dok je u tretmanu sa 10 µM Cu doveo do povećanja biomase za 




biomasu u poređenju sa tretmanom 15 µM Cu - Si. U tretmanu 20 µM Cu, primenjeni Si nije doveo do 
promene u ukupnoj biomasi s obzirom na to da je ova koncentracija Cu pokazala najizraženiji toksični 
efekat u poređenju sa drugim ispitivanim dozama (Slika 4.3).  
 
 
Slika 4.2. Efekat primene Si na biljke krastavca gajene sa različitim koncentracijama Cu (0.2, 5, 10 i 20 µM Cu) 
u trajanju od tri dana. 
 
 
Slika 4.3. Uticaj primene Si na ukupnu biomasu biljaka (suva biomasa) tretiranih različitim koncentracijama Cu 
(5, 10, 15 i 20 µM Cu) u trajanju od tri dana kao i biljaka gajenih u optimalnoj koncentraciji Cu (0,2 µM). 
Rezultati predstavljaju srednje vrednosti  ± SD.  Statistički značajne razlike između tretmana su označene 





4.1.2 Utvrđivanje efekata različitih doza Cu na parametar oksidativnog stresa 
Nivo lipidne peroksidacije izražen kroz koncentraciju krajnjeg produkta peroksidacije, 
malondialdehida (MDA) ukazao je na razlike u stepenu toksičnosti ispitivanih doza Cu. Tretman 5 µM 
Cu doveo je do povećanja lipidne peroksidacije u korenu, međutim, ta koncentracija Cu nije izazvala 
povećanje koncentracije MDA u listu (Slika 4.4). Tretman 10 µM Cu povećao je koncentraciju MDA, 
kako u korenu, tako i u listu, dok su više koncentracije (15 i 20 µM Cu) dodatno uticale na povećanje 
nivoa lipidne peroksidacije (Slika 4.4).  
Primena Si nije imala efekat kod tretmana 5 µM Cu, dok je Si značajno smanjio nivo lipidne 
peroksidacije kod biljaka tretiranih 10 µM Cu, kako u korenu tako i u listu. Takođe, Si je uticao na 
smanjenje koncentracije MDA i pri višim primenjenim koncentracijama Cu (15 i 20 µM) u oba biljna 
organa (Slika 4.4).  
 
 
Slika 4.4. Uticaj Si na nivo lipidne peroksidacije izražene preko koncentracije malondialdehida (MDA) u korenu 
(a) i listu (b) kod biljaka gajenih sa različitim koncentracijama Cu (0.2, 5, 10, 15 i 20 µM Cu) u trajanju od tri 
dana. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti  ± SD. Statistički značajne razlike između tretmana su označene 




Uzimajući u obzir prethodno navedene rezultate, izvodi se zaključak da koncentracija od 5 µM 
Cu spada u nisko toksične za biljke krastavca jer iako ispoljava efekat na rast biljaka, ne dovodi do 
oksidativnog stresa u listu. Koncentracija od 20 µM Cu pokazala se kao visoko toksična za biljke 
krastavca jer je tretman ovom koncentracijom doveo do izrazitog smanjenja biomase biljaka kao i 
visokog nivoa oksidativnog stresa stoga u ovom slučaju ublažavajući efekat Si na biomasu nije 
primećen, iako je nivo oksidativnog stresa bio smanjen. Primena Si u kombinaciji sa koncentracijama 
od 10 i 15 µM Cu imala je sličan efekat u pogledu povećanja biomase i smanjenja novoa oksidativnog 
stresa. Ipak, tretman sa 15 µM Cu značajno je uticao na smanjenje biomase biljaka krastavca, stoga ova 
koncentracija nije bila predmet daljeg razmatranja. Zaključno, koncentracija od 10 µM Cu pokazala je 
umereno toksičan efekat na biljke krastavca, pa je stoga primenjena u svim narednim eksperimentima. 
4.2 Ispitivanje uticaja Si na fiziološke parametre biljaka u stresu 
4.2.1 Vizuelni simptomi stresa 
Vizuelni simptomi prisustva bakra u višku bili su primetni kako na korenu tako i na listovima 
biljaka krastavca. Koren tretiranih biljaka imao je karakterističnu braon obojenost, dok je na 
korenovima biljaka gajenih sa Si primetno manje izraženo braonenje (Slika 4.2). Posmatrajući izdanak, 
tretman +Cu-Si najviše je uticao na najmlađe, novoformirane listove biljaka, inhibirajući njihovo 
rastenje. Na listovima nisu primećene nekrotične pege kao simptom prisustva Cu u višku dok je 
umerena hloroza listova bila primetna (Slika 4.5). Stepen hloroze je bio manje izražen kod biljaka 
gajenih sa Si (+Cu+Si).  
 
 
Slika 4.5. Vizuelni izgled biljaka krastavaca gajenih u optimalnim koncentracijama Cu (0,2 µM) bez Si (K-Si) i 
sa Si (K+Si) kao i biljaka nakon pet dana tretmana 10 µM Cu bez Si (+Cu-Si) ili tretmana u kombinaciji 10 µM 




4.2.2 Promene u biomasi biljaka 
Tretman 10 µM Cu doveo je do smanjenja ukupne biomase biljaka krastavca (Slika 4.2), a 
praćen je uticaj i na pojedinačne organe i to u dve vremenske tačke (Slika 4.6). Nakon jednog dana od 
početka tretmana, nije zabeležena razlika u biomasi korena i lista bez obzira na prisustvo Cu, odnosno 
Si. Međutim, nakon 5. dana tretmana bakrom (+Cu-Si) zabeleženo je smanjenje biomase (oko 50%) 
kako korena tako i lista, u odnosu na kontrolne biljke. Dodavanje Si biljkama tretiranim viškom Cu 
(+Cu+Si), značajno je povećalo biomasu lista, za oko 45% u odnosu na +Cu-Si biljke, dok je povećanje 
biomase korena bilo neznatno (Slika 4.6). Si nije imao efekat na biomasu biljaka gajenih u optimalnoj 
koncentraciji Cu (K+Si).  
 
 
Slika 4.6. Uticaj primene Si na suvu biomasu korena (a) i lista (b) kod kontrolnih biljaka gajenih u optimalnoj 
koncentraciji Cu (K) kao i biljaka tretiranih 10 µM Cu (Cu) nakon jednog dana i nakon pet dana tretmana. 
Rezultati predstavljaju srednje vrednosti  ± SD a statistički značajne razlike između tretmana su označene 





4.2.3 Analiza sadržaja hlorofila 
Relativan sadržaj hlorofila dobijen SPAD metodom, bio je smanjen kod +Cu-Si tretmana u 
odnosu na kontrolu, kod sva tri formirana lista. Za razliku od njih, kod +Cu+Si biljaka sadržaj hlorofila 
bio je viši, čak se i vrednosti za prvi list nisu razlikovale od kontrolnih biljaka. Dodavanje Si biljkama 
gajenim u optimalnoj koncentraciji Cu (K+Si) nije imalo značajanijeg efekata na relativan sadržaj 
hlorofila (Slika 4.7). 
 
 
Slika 4.7. Relativan sadržaj hlorofila u listovima određen SPAD metodom u dugotrajnom tretmanu nakon 
razvića najmlađeg lista (3. list) kao i u najstarijem (1. list) i drugom formiranom (2.list) listu biljaka krastavca 
gajenih u optimalnoj koncentraciji Cu bez Si (K-Si) i sa Si (K+Si), kao i biljaka tretiranih 10 µM Cu bez Si 
(+Cu-Si) ili sa Si (+Cu+Si). 
4.2.4 Analiza stepena oštećenja korena 
Ispitivanje stepena oštećenja plazma-membrane ćelija korena putem merenja količine 
oslobođenih elektrolita u okolni rastvor ukazalo je da je već nakon osam sati od početka tretmana, 
količina iscurelih elektrolita kod +Cu-Si biljaka bila povećana, a u narednim satima ovaj efekat se 
intenzivirao. Kod biljaka u tretmanu +Cu+Si, nije došlo do značajnijeg oštećenja plazma membrana 





Slika 4.8. Uticaj Si na stepen oštećenja plazma-membrane ćelija korena. Efekat “curenja elektrolita” iz korena 
biljaka krastavca gajenih u optimalnoj koncentraciji Cu bez Si (K-Si) i sa Si (K+Si) kao i biljaka tretiranih 10 
µM Cu bez Si (+Cu-Si) ili sa Si (+Cu+Si) praćen je u 4 vremenske tačke u toku prvih 24h sata od početka 
tretmana. Rezultati su predstavljeni procentualno u odnosu na 100% oštećen koren odgovarajućeg tretmana. 
Prikazane su srednje vrednosti  ± SD. 
4.2.5 Analiza nivoa lignifikacije i ukupnih fenola 
Bojenje lignifikovanih struktura u korenu omogućilo je vizuelizaciju i semikvantitativno 
određivanje stepena lignifikacije. Intenzitet boje je proporcionalan količini lignina u tkivima i relativna 
kvantifikacija sadržaja lignina je pokazala da je nivo lignifikacije korena bio znatno izraženiji kod +Cu-
Si biljaka (dva puta viši u odnosu na kontrolne biljke) u poređenju sa +Cu+Si biljakama (za oko 60% 
viši od kontrole) nakon pet dana tretmana (Slika 4.9).  
Sadržaj ukupnih fenola u korenu bio je oko 20% viši 1. dana odnosno 30% 5. dana kod +Cu-Si 
biljaka u odnosu na kontrolu (Slika 4.10 b). Kod +Cu+Si biljaka sadržaj fenola se nije razlikovao od 
kontrolnih biljaka 1. dana dok je 5. dana bio oko 20% viši u odnosu na vrednosti kontrolnih biljaka, što 
je niže u poređenju sa biljkama tretiranim bakrom ali bez dodatog Si (+Cu-Si) (Slika 4.10 b). 
4.2.6 Analiza ekspresije fenilalanin-amonijum-liaze u korenu 
Fenilalnin-amonijum-liaza je prvi enzim u biosintetskom putu fenolnih jedinjenja, prekursora 
lignina. Relativna ekspresija PAL1, bila je oko 200 puta viša u odnosu na vrednosti kontrolnih biljaka 
već nakon jednog dana tretmana bakrom (Slika 4.10 a). Kod +Cu+Si biljaka, nivo eskpresije je takođe 
bio povišen u odnosu na kontrolu ali tri puta niži u poređenju sa tretmanom +Cu-Si 1. dana. Isti 
obrazac ekspresije PAL1 gena primećen je i 5. dana tretmana, međutim, nivo ekspresije PAL1 kod 
tretiranih biljaka bio je 20 puta niži nego 1. dana (Slika 4.10 a). Biljke gajene sa Si u optimalnim 
koncentracijama bakra (K+Si) nisu se razlikovale od kontrolnih biljaka u pogledu sadržaja lignina, 





Slika 4.9. Uticaj Si na intenzitet lignifikacije korena kod biljaka gajenih u optimalnoj koncentraciji Cu (K) kao i 
biljaka nakon pet dana tretmana 10 µM Cu (Cu). Relativna kvantifikacija predstavljena je kao srednja vrednost ± 
SD u odnosu na kontrolne vrednosti (ispod slike). Skala na gornjoj slici je 5 cm a na donjoj 0,5 cm. 
 
Slika 4.10. Uticaj primene Si na ekspresiju fenilalanin-amonijum-liaze (PAL) (a) i sadržaj ukupnih fenola u 
korenu (b) kod biljaka gajenih u optimalnoj koncentraciji Cu (K) kao i biljaka tretiranih 10 µM Cu (Cu) nakon 
jednog dana i nakon pet dana tretmana. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti  ± SD a statistički značajne 




4.2.7 Analize ekspresije lakaze i miR408 u korenu 
Relativna ekspresija lakaze 3 (LAC3), koja učestvuje u polimerizaciji prekursora lignina, bila je 
promenjena kod biljaka tretiranih Cu i Si u obe analizirane vremenske tačke (Slika 4.11 a). Biljke 
tretirane bakrom bez Si (+Cu-Si) imale su za 60% višu ekspresiju LAC3 u korenu od kontrolnih biljaka, 
dok je kod +Cu+Si biljaka, nivo relativne ekspresije bio 2,2 puta viši od nivoa kontrolnih biljaka prvog 
dana tretmana. Takođe, i nakon pet dana tretmana, relativna ekspresija LAC3 bila je viša kod +Cu+Si 
biljaka (za 60% u odnosu na kontrolu) nego kod +Cu-Si biljaka, koje su imale 30% višu ekspresiju u 
poređenju sa kontrolom. Kod K+Si biljaka, nivo ekspresije LAC3 imao je tendenciju smanjenja u 
odnosu na kontrolu, dostižući vrednosti za 12% niže u petom danu (Slika 4.11 a). 
Profil ekspresije miR408 koja je odgovorna za post-transkripcionu regulaciju ekspresije LAC3, 
je u saglasnosti sa ekspresijom svog targeta. Tretman bakrom (+Cu-Si) značajno je smanjio nivo 
ekspresije miR408, oko 10 puta oba analizirana dana (Slika 4.11 b). Kod biljaka gajenih sa Si i 
tretiranih Cu, nivo ekspresije je bio dodatno snižen, oko 14 puta prvog dana i 22 puta petog dana u 
odnosu na kontrolu. Kod kontrolnih biljaka sa Si, nivo transkripata miR408 bio je snižen za 20% prvog 
dana, dok je petog dana bio povišen za 45% u odnosu na kontrolu bez Si (Slika 4.11 b). 
 
Slika 4.11. Uticaj primene Si na ekspresiju lakaze 3 (LAC3) (a) i miR408 (b) u korenu biljaka gajenih u 
optimalnoj koncentraciji Cu (K) kao i biljaka tretiranih 10 µM Cu (Cu) nakon jednog dana i nakon pet dana 
tretmana. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti  ± SD a statistički značajne razlike između tretmana su 





4.3 Ispitivanje uticaja Si na usvajanje, akumulaciju i preraspodelu Cu i 
drugih mikroelemenata u biljkama krastavca  
4.3.1 Koncentracija bakra u korenu i listovima biljaka 
Merenje koncentracije bakra ukazalo je na povećanu akumulaciju Cu u korenu biljaka krastavca 
u poređenju sa listovima. Već prvog analiziranog dana, koncentracija Cu u korenu u tretmanima +Cu-
Si i +Cu+Si dostigla je 12 puta veće vrednosti nego kod kontrolnih biljaka. U produženom tretmanu, 
količina akumuliranog bakra u korenu bila je jos veća, dok je primena Si dovela do značajnog 
smanjenja koncentracije Cu u korenu kod +Cu+Si biljaka, oko 25% u odnosu na +Cu-Si biljke. 
Dodavanje Si kontrolnim biljkama (K+Si) nije imalo uticaja na koncentraciju Cu u korenu (Slika 4.12 
a). 
 
Slika 4.12. Uticaj primene Si na koncentraciju Cu u korenu (a) i listu (b) kod biljaka gajenih u optimalnoj 
koncentraciji Cu (K) kao i biljaka tretiranih 10 µM Cu (Cu) nakon jednog dana i nakon pet dana tretmana. 
Rezultati predstavljaju srednje vrednosti  ± SD a statistički značajne razlike između tretmana su označene 




Iako je translokacija Cu ka listovima bila limitirana, oko dva puta veće vrednosti koncentracije 
Cu izmerene su u listovima tretiranih biljaka krastavca već prvog dana kako kod +Cu-Si tako i kod 
+Cu+Si tretiranih biljaka u odnosu na kontrolne. U produženom tretmanu, akumulacija Cu u listovima 
je bila jos intenzivnija nego prvog dana kod +Cu-Si biljaka, dok je primena Si smanjila koncentraciju 
Cu u listovima za 12%. K+Si biljke nisu imale statistički značajnu razliku u koncentraciji Cu u listu u 
odnosu na kontrolne biljke K-Si (Slika 4.12 b). 
4.3.2 Analiza ekspresije COPT1 transportera i FRO4 reduktaze 
Prisustvo bakra u višku uticalo je na relativnu ekspresiju gena koji učestvuju u procesu 
usvajanju bakra u korenu, COPT1 i FRO4. Pet puta niža ekspresija COPT1 dobijena je bez razlike kod 
+Cu-Si i kod +Cu+Si biljaka, u prvom danu tretmana. Petog dana, ekspresija COPT1 je održana na 
istom nivou kod +Cu-Si biljaka dok je kod+ Cu+Si biljaka bila dodatno snižena, oko sedam puta niža u 
odnosu na kontrolne biljke. Dodavanje Si kontrolnim biljkama (K+Si) rezultovalo je povećanjem 
relativne ekspresije COPT1, oko 40% prvog dana i 25% petog dana u odnosu na kontrolne biljke K-Si 
(Slika 4.13 a). 
Relativna ekspresija FRO4 takođe je bila snižena kod biljaka tretiranih bakrom u odnosu na 
kontrolne biljake, i to oko 13 puta kod +Cu-Si a čak 50 puta kod +Cu+Si biljaka prvog analiziranog 
dana. U produženom tretmanu, isti trend je zabeležen, s tim što je kod +Cu-Si biljaka relativna 
ekspresija FRO4 bila šest puta niža a kod +Cu+Si oko 11 puta niža u odnosu na kontrolne biljke (Slika 
4.13 a). Smanjenje ekspresije FRO4 od 18% petog dana dobijeno je kod K+Si biljaka u odnosu na 
kontrolne (K-Si). 
 
Slika 4.13. Uticaj primene Si na ekspresiju transportera COPT1 (a) i reduktaze FRO4 (b) u korenu biljaka 
gajenih u optimalnoj koncentraciji Cu (K) kao i biljaka tretiranih 10 µM Cu (Cu) nakon jednog dana i nakon pet 
dana tretmana. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti  ± SD a statistički značajne razlike između tretmana su 





4.3.3 Ukupan sadržaj mikroelemenata (Cu, Fe, Zn i Mn) u listovima biljaka 
Merenje ukupnog sadržaja mikroelemenata: Cu, Fe, Zn i Mn u listovima ukazalo je da pored 
visoke akumulacije Cu dolazi do smanjenja sadržaja drugih esencijalnih mikroelemenata. Ukupan 
sadržaj Cu u listovima nije se razlikovao kod +Cu-Si i +Cu+Si biljaka, i bio je za 80% povećan u 
odnosu na kontrolne biljke (Tabela 4.1).  
Ukupan sadržaj Fe, Zn i Mn u listovima krastavca bio je oko tri puta smanjen kod +Cu-Si 
tretmana. Tretman +Cu+Si doveo je do povećanja sadržaja drugih mikroelemenata (Fe, Zn i Mn) u 
odnosu na +Cu-Si biljke za oko 40%. Dodavanje Si kontrolnim biljkama, povećalo je sadržaj Fe dok na 
ostale elemente nije imalo uticaj (Tabela 4.1). 
 
Tabela 4.1. Uticaj Si na ukupan sadržaj mikroelemenata (µg) u listovima biljaka krastavca gajenih u optimalnim 
koncentracijama Cu (K) kao i biljkama nakon pet dana tretmana 10 µM Cu (Cu). 
Tretman Cu Fe Zn Mn 
K-Si 2,64 ± 0,03 a 25,69 ± 0,58 c 20,15 ± 1,79 c 10,95 ± 0,12 c 
K+Si 2,65 ± 0,05 a 26,75 ± 0,28 d 19,43 ± 0,35 c 11,00 ± 1,07 c 
+Cu-Si 5,17 ± 0,16 b 9,38 ± 1,92 a 7,41 ± 0,50 a 3,75 ± 0,07 a 
+Cu+Si 4,94 ± 0,20 b 13,09 ± 1,17 b 10,23 ± 1,28 b 4,96 ± 0,36 b 
Rezultati predstavljaju srednje vrednosti ± SD, a statistički značajne razlike između tretmana su označene 
različitim slovima na osnovu Takijevog testa (p<0.05). 
 
4.3.4 Analiza sadržaja bakra u ćelijskim frakcijama  
Iz biljnih tkiva su serijom centrifugiranja izdvojene vodena, proteinska i frakcija ćelijskog zida 
a zastupljenost bakra u svakoj od frakcija je nakon merenja izražena u µg/g suve mase, a zatim 
predstavljena kao procentualni udeo po biljnim organima, korenu i listovima. Procentni sadržaj bakra u 
korenu u vodenoj, proteinskoj i frakciji ćelijskog zida kontrolnih biljaka bio je u odnosu 13:27:60. Kod 
K+Si biljaka, odnos po navedenim frakcijama se neznatno razlikovao, 13:25:62. Međutim, tretman 
bakrom uticao je na povećanje sadržaja Cu u frakciji ćelijskog zida i vodenoj frakciji a smanjenje u 
proteinskoj frakciji korena, tako da je procentualna zastupljenost Cu u navedenim frakcijama redom 
kod +Cu-Si biljaka bila 15:14:71 a kod +Cu+Si biljaka 15:11:74. Sumarno, tretman +Cu+Si je doveo 
do povećanja sadržaja Cu u frakciji ćelijskog zida nasuprot proteinskoj frakciji dok nije bilo razlike u 




Frakciona analiza listova pokazala je da je procentualna zastupljenost Cu kod kontrolnih biljaka 
krastavca (K-Si) u vodenoj, proteinskoj i frakciji ćelijskog zida bila sledeća (%): 19:16:65 a kod K+Si 
biljaka 19:20:61. Tretman +Cu-Si povećao je sadržaj Cu u vodenoj (25%) i proteinskoj frakciji (25%) a 
smanjio u frakciji ćelijskoj zida (50%) u odnosu na kontrolne biljke. Dodavanje Si biljkama tretiranim 
bakrom (+Cu+Si), rezultovalo je smanjenjem prisustva Cu u vodenoj frakciji (20%) a povećanjem u 
proteinskoj (29%) u odnosu na +Cu-Si biljke, dok je zastupljenost Cu u frakciji ćelijskog zida bila 




Slika 4.14. Procentualna zastupljenost Cu u ćelijskim frakcijama (vodenoj, proteinskoj i frakciji ćeljskog zida) u 
korenu (a) i listu (b) biljaka gajenih u optimalnoj koncentraciji Cu (K) kao i biljaka nakon pet dana tretmana 
10µM Cu, bez i sa primene Si. 
 
4.3.5 Koncentracija Cu u ćelijskom zidu 
S obzirom na to da je frakciona analiza pokazala da je zastupljenost Cu najveća u frakciji 
ćelijskog zida, predstavljena je zasebno koncentracija Cu (µg/g suve mase) u ovoj frakciji. Kod 
tretmana +Cu-Si, koncentracija Cu u ćelijskom zidu bila je 30 puta povećana u odnosu na kontrolne 
biljke, dok je tretman +Cu+Si doveo do još veće akumulacije Cu u ćelijskom zidu korena, rezultujući u 
30% većem sadržaju Cu u ćelijskom zidu u odnosu na +Cu-Si biljke (Slika 4.15 a). Koncentracija 




kontrolne biljke, a dodavanje silicijuma nije imalo uticaj na vezivanje Cu za ćelijske zidove u listovima 
biljaka izloženih stresu prisustvom Cu u višku (Slika 4.15 b).  
 
 
Slika 4.15. Uticaj primene Si na koncentraciju Cu u ćelijskom zidu u ćelijama korena (a) i lista (b) biljaka 
krastavca gajenih u optimalnoj koncentraciji Cu (kontrola) kao i biljkama nakon pet dana tretmana 10 µM Cu. 
Rezultati predstavljaju srednje vrednosti ± SD a statistički značajne razlike između tretmana su označene 
različitim slovima na osnovu Takijevog testa (p<0.05). 
4.4 Određivanje efekta Si na antioksidativni status biljaka 
4.4.1 Analiza nivoa lipidne peroksidacije 
Nakon jednog dana tretmana, nivo koncentracije MDA bio je povišen u korenu +Cu-Si biljaka 
za 73%, dok je petog dana izmerena dvostruko viša koncentracija MDA u odnosu na kontrolu. Kod 
biljaka tretiranih Cu i gajenih sa Si (+Cu+Si), nivo lipidne peroksidacije u korenu nije se razlikovao od 




gajenim u optimalnoj koncentraciji Cu (K+Si) rezultovalo je smanjenjem koncentracije MDA u petom 
danu za 35%, ispod nivoa kontrolnih biljaka (K-Si) (Slika 4.16 a). 
 
 
Slika 4.16. Uticaj primene Si na koncentraciju malondialdehida (MDA) u korenu (a) i listu (b) kod biljaka 
gajenih u optimalnoj koncentraciji Cu (K) kao i biljaka tretiranih 10 µM Cu (Cu) nakon jednog dana i nakon pet 
dana tretmana. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti  ± SD a statistički značajne razlike između tretmana su 
označene različitim slovima na osnovu Takijevog testa (p<0.05). 
 
U listu je takođe zabeležen visok nivo lipidne peroksidacije već u prvom danu kod +Cu-Si 
biljaka (povišen za 80%), koji se značajno povećao petog dana, čak tri i po puta više u odnosu na 
kontrolu. Kod +Cu+Si tretmana, koncentracija MDA u prvom danu bila je povećana ali za 20% niža 
nego kod +Cu-Si, dok je u petom danu ta razlika bila još izraženija: koncentracija MDA u listu bila je 
za 43% niža kod +Cu+Si nego kod +Cu-Si tretiranih biljaka. Nije bilo razlike u koncentraciji MDA 




4.4.2 Analiza aktivnosti i genske ekspresije antioksidativnih enzima 
4.4.2.1 Ukupna aktivnost superoksid-dismutaze 
U prvom analiziranom danu, ukupna aktivnost SOD enzima u korenu +Cu-Si biljaka bila je 
smanjena za oko 50% u odnosu na kontrolne vrednosti, dok je kod +Cu+Si biljka, ukupna aktivnost 
SOD u korenu bila za 50% povećana u odnosu na vrednosti kontrolnih biljaka (K-Si) (Slika 4.17 a). U 
petom danu, aktivnost SOD u korenu kod +Cu-Si biljaka bila je na nivou kontrolnih vrednosti dok je 
kod +Cu+Si tretmana bila viša nego prvog dana, dostižući dva puta više vrednosti od kontrolnih 
biljaka. Kontrolne biljke sa Si (K+Si)  imale su isti nivo ukupne aktivnosti SOD kao i K-Si u korenu 
(Slika 4.17 a).  
 
Slika 4.17. Uticaj primene Si na ukupnu aktivnost superoksid-dismutaze (SOD) u korenu (a) i listu (b) kod 
biljaka gajenih u optimalnoj koncentraciji Cu (K) kao i biljaka tretiranih 10 µM Cu (Cu) nakon jednog dana i 
nakon pet dana tretmana. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti  ± SD a statistički značajne razlike između 





Nasuprot korenu, u listovima +Cu-Si biljaka, aktivnost SOD enzima bila je povećana za oko 
45%, dok je kod +Cu+Si biljaka izmerena za 70% veća aktivnost SOD u odnosu na kontrolu prvog 
dana tretmana. U produženom tretmanu (5. dan), aktivnost SOD kod +Cu-Si biljaka nije se razlikovala 
od kontrolnih vrednosti za list, dok se kod +Cu+Si aktivnost SOD enzima dodatno povećala, dostižući 
dva puta veće vrednosti od kontrolnih biljaka (Slika 4.17 b). 
4.4.2.2 Analiza genske ekspresije Cu/Zn superoksid-dismutaze 2 i miR398 
Relativna ekspresija gena koji kodira CSD2 u prvom danu bila je oko 2,2 puta viša kod biljaka 
tretiranih bakrom, bez obzira na prisustvo Si. U produženom tretmanu, nivo ekspresije je u odnosu na 
kontrolu bio za oko 30% viši kod +Cu-Si, dok je u odnosu na njih relativna ekspresija CSD2 bila za 
85% viša kod +Cu+Si biljaka. U prvom danu, ekspresija CSD2 kod K+Si biljaka bila je nepromenjena 
dok je u petom danu bila za 17% niža u odnosu na kontrolne biljke (Slika 4.18 a). 
 
Slika 4.18. Uticaj primene Si na relativnu ekspresiju Cu/Zn superoksid dismutaze2 (CSD2) u korenu (a) i listu 
(b) kod biljaka gajenih u optimalnoj koncentraciji Cu (K) kao i biljaka tretiranih 10 µM Cu (Cu) nakon jednog 
dana i nakon pet dana tretmana. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti  ± SD a statistički značajne razlike 





Profil ekspresije CSD2 izoforme u listu bio je sličan u prvom i petom danu. Kod +Cu-Si biljaka 
relativna ekspresija CSD2 bila je viša nego kod +Cu+Si biljaka, dostižući dva puta veće vrednosti od 
kontrolnih u prvom danu, a u petom danu povećanje nivoa ekspresije CSD2 u odnosu na kontrolu je 
bilo za 80%. Relativna ekspresija CSD2 kod +Cu+Si biljaka bila je za oko 55% viša od kontrolnih 
vrednosti oba analizirana dana. Kod K+Si biljaka, nivo ekspresije u prvom danu bio je povišen a u 
petom danu snižen u odnosu na kontrolne biljke (K-Si), u oba slučaja za vrednosti od oko 35% (Slika 
4.18 b). 
Ekspresija CSD2 je post-transkripciono regulisana putem miR398, čija je ekspresija takođe 
analizirana. Smanjenje ekspresije miR398 zabeleženo je u prvom i u petom danu kod +Cu-Si i +Cu+Si 
biljaka u odnosu na kontrolne, kako u korenu tako i u listu (Slika 4.19). U prvom danu, nivo ekspresije 
miR398 je bio 7,8 puta niži u korenu kod +Cu-Si biljaka, a kod +Cu+Si biljaka 9,2 puta niži u odnosu 
na kontrolne biljke. Petog dana tretmana, relativna ekspresija miR398 bila je snižena oko 12 puta kod 
+Cu-Si, odnosno 26 puta kod +Cu+Si biljaka. Dodavanje Si kontrolnim biljkama (K+Si) dovelo je do 
povećanja relativne ekspresije miR398 u korenu za 44% u odnosu na kontrolu u petom danu (Slika 
4.19 a). 
 
Slika 4.19. Uticaj primene Si na relativnu ekspresiju miR398 u korenu (a) i listu (b) kod biljaka gajenih u 
optimalnoj koncentraciji Cu (K) kao i biljaka tretiranih 10 µM Cu (Cu) nakon jednog dana i nakon pet dana 
tretmana. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti  ± SD a statistički značajne razlike između tretmana su 





U listu, relativna ekspresija miR398 bila je snižena 30 puta kod +Cu-Si, a 10 puta kod +Cu+Si 
biljaka nakon jednog dana tretmana, u poređenju sa vrednostima kontrolnih biljaka. U produženom 
tretmanu (5. dan), takođe, je dobijeno izrazito smanjenje ekspresije (24 puta) kod +Cu-Si biljka, dok je 
kod +Cu+Si nivo ekspresije miR398 bio četiri puta niži u odnosu na kontrolne vrednosti. Kod K+Si 
biljaka u petom danu je zabeleženo povećanje relativne ekspresije miR398, od oko četiri puta, u odnosu 
na K-Si biljke (Slika 4.19 b). 
4.4.2.3  Aktivnost i genska ekspresija askorbat-peroksidaze 
Prvog dana tretmana bakrom u višku, aktivnost APX bila je povećana (za 13%) u korenu jedino 
kod +Cu+Si biljaka. U petom danu, aktivnost APX kod +Cu-Si tretmana bila je za 35% veća u odnosu 
na kontrolu, dok je kod +Cu+Si biljaka dobijeno povećanje aktivnosti od 73% u poređenju sa 
kontrolnim vrednostima za koren. Kod K+Si biljaka, nije bilo razlike u aktivnosti APX u prvom danu 
dok je u petom danu dobijeno smanjenje od 32% u odnosu na kontrolu bez Si (Slika 4.20 a). 
 
Slika 4.20. Uticaj primene Si na aktivnost askorbat-peroksidaze (APX) u korenu (a) i listu (b) kod biljaka 
gajenih u optimalnoj koncentraciji Cu (K) kao i biljaka tretiranih 10 µM Cu (Cu) nakon jednog dana i nakon pet 
dana tretmana. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti  ± SD a statistički značajne razlike između tretmana su 




Aktivnost APX u listu bila je povećana 2,6 puta kod +Cu-Si biljaka, dok je kod +Cu+Si bila 
povećana oko dva puta u odnosu na kontrolu, prvog analiziranog dana. U produženom tretmanu 
zabeležen je suprotan trend enzimske aktivnosti; viša aktivnost izmerena je kod +Cu+Si biljaka, 2,3 
puta nego kod kontrolnih, dok je kod +Cu-Si aktivnost APX bila povećana za 70%. Aktivnost APX 
kod K+Si biljaka bila je ista kao kod kontrolnih biljaka u prvom danu dok je u petom danu dobijeno 
smanjenje od 15% (Slika 4.20 b).  
Relativna ekspresija APX bila je povišena oko 2,4 puta kod biljaka tretiranih bakrom, bez obzira 
na prisustvo Si, u odnosu na kontrolu, u korenu prvog analiziranog dana. Nivo ekspresije u petom danu 
kod +Cu-Si biljaka bio je niži nego prvog dana, ali za 20% viši od kontrole, dok je kod +Cu+Si biljaka 
nivo ekspresije APX bio na istom nivou kao i prvog dana. Relativna ekspresija APX u korenu K+Si 
biljaka ostala je nepromenjena (Slika 4.21 a).  
 
Slika 4.21. Uticaj primene Si na relativnu ekspresiju askorbat-peroksidaze (APX) korenu (a) i listu (b) kod 
biljaka gajenih u optimalnoj koncentraciji Cu (K) kao i biljaka tretiranih 10 µM Cu (Cu) nakon jednog dana i 
nakon pet dana tretmana. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti  ± SD a statistički značajne razlike između 
tretmana su označene različitim slovima na osnovu Takijevog testa (p<0.05). 
 
Profil relativne ekspresije APX u listu u u potpunoj je saglasnosti sa dobijenim profilom 
aktivnosti APX. Transkripcija ovog gena pokazuje trend smanjenja kod +Cu-Si biljaka posmatrajući od 




vrednostima od 1,5 do 2 puta višim od kontrolnih. Kontrolne biljke sa Si (K+Si), imale su sniženu 
relativnu ekspresiju APX u petom danu, za oko 30% u odnosu na kontrolu bez Si (K-Si) (Slika 4.21 b). 
4.4.2.4 Aktivnost i genska ekspresija katalaze 
Aktivnost katalaze po metodi Havir and McHale (1987) nije detektovana u korenu biljaka 
krastavca, već samo u listu, stoga je i ekspresija gena koji kodira CAT analizirana samo u listu. 
Aktivnost CAT u listu bila je povećana kod +Cu-Si tretmana oko 25% dok je kod +Cu+Si 
aktivnost bila viša za oko 20% u odnosu na vrednosti kontrolnih biljaka prvog analiziranog dana. 
Nasuprot, petog dana je aktivnost CAT kod +Cu-Si bila smanjena ispod nivoa kontrolnih vrednosti (za 
15%), dok je kod +Cu+Si bila povećana za 14% u odnosu na kontrolu. K+Si biljke imale su isti nivo 
aktivnosti CAT kao i kontrolne biljke, i u prvom i u petom danu (Slika 4.22 a). 
Relativna ekspresija CAT u listu bila je povišena 4,2 puta kod +Cu-Si tretmana a 2,2 puta kod 
+Cu+Si tretmana, prvog analiziranog danu. U petom danu nivo ekspresije CAT je generalno bio niži 
nego u prvom danu, kod tretiranih biljaka, ali ipak povišen u odnosu na kontrolu, za 20% kod +Cu-Si a 
za 55% kod +Cu+Si biljaka. Relativna ekspresija CAT kod K+Si biljaka bila je snižena prvog dana a 
povišena petog dana u odnosu na kontrolu, u oba slučaja za vrednosti od oko 30% (Slika 4.22 b). 
 
Slika 4.22. Uticaj primene Si na aktivnost katalaze (CAT) (a) i relativnu ekspresiju CAT (b) u listu kod biljaka 
gajenih u optimalnoj koncentraciji Cu (K) kao i biljaka tretiranih 10 µM Cu (Cu) nakon jednog dana i nakon pet 
dana tretmana. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti  ± SD a statistički značajne razlike između tretmana su 





4.5 Imunoblot analiza Cu/Zn SOD izoformi 
Imunoblot analizom detektovnane su dve izoforme, solubilna CSD1, molekulske mase oko 15 
kDa i plastidna CSD2, oko 20 kDa. Rezultati u korenu krastavca pokazali su da je količina CSD1 
izoforme smanjena kod +Cu-Si biljaka u odnosu na kontrolne biljke (K-Si) u obe analizirane 
vremenske tačke, i to za 50% prvog dana, a 30 % petog dana. Nasuprot tome, kod biljaka tretiranih 
+Cu+Si, CSD1 izoforma je bila povećana za 70% prvog dana tretmana, odnosno za 200% petog dana u 
odnosu na kontrolu. Kod biljaka tretiranih bakrom bez dodatka Si (+Cu-Si) nivo CSD2 forme u korenu 
je bio povećan za 75% prvog dana a četiri puta petog dana. Biljke +Cu+Si imale su četiri puta veću 
količinu CSD2 izoforme u korenu 1. dana a pet puta 5. dana u odnosu na kontrolu. Nije detektovana 
razlika u nivou proteina (obe analizirane izoforme) između K+Si i K-Si biljaka (Slika 4.23). 
 
 
Slika 4.23. Imunoblot analiza izoformi proteina Cu/Zn SOD, citosolne CSD1 i plastidne CSD2 kao i endogene 
kontrole (aktin) u korenu biljaka gajenih u optimalnoj koncentraciji Cu (K) i biljaka tretiranih 10 µM Cu, bez Si 
i sa Si. Semikvantifikacija rezultata je predstavljena kao srednja vrednost ± SD ispod reprezentativne slike. 
 
 
Slika 4.24. Imunoblot analiza izoformi proteina Cu/Zn SOD, citosolne CSD1 i plastidne CSD2 kao i endogene 
kontrole (aktin) u listu biljaka gajenih u optimalnoj koncentraciji Cu (K) i biljaka tretiranih 10 µM Cu, bez Si i 




U listu je, takođe, CSD1 izoforma bila više zastupljena kod +Cu+Si nego kod +Cu-Si, biljaka 
dok su suprotni rezultati dobijeni za CSD2 izoformu. Količina CSD1 proteinske izoforme kod +Cu-Si 
biljaka bila je povećana za 60% prvog dana dok u petom danu nije uočena promena u odnosu na 
kontrolne biljke. Tretman +Cu+Si doveo je do povećanja CSD1 od 125% prvog dana odnosno 25% 
petog dana. Izoforma CSD2 bila je povećana za 80% prvog dana odnosno za 50% petog dana kod +Cu-
Si biljaka u odnosu na kontrolne. U tretmanu +Cu+Si dobijeno je povećanje od 50% prvog dana a 30% 
petog dana u odnosu na kontrolne biljke (K-Si). Dodavanje Si kontrolnim biljkama nije uticalo na 
promenu u proteinskom nivou Cu/Zn SOD izoformi (Slika 4.24).  
4.6 Analiza plastocijanina 
Analiza ekspresije gena koji kodira plastocijanin pokazala je da je relativna ekspresija PC bila 
promenjena jedino kod +Cu-Si biljaka. Snižen nivo ekspresije PC kod +Cu-Si biljaka za 20% dobijen 





Slika 4.25. Uticaj primene Si na relativnu ekspresiju plastocijanina (PC) (a) i imunoblot analiza izoformi 
plastocijanina (b) u listu kod biljaka gajenih u optimalnoj koncentraciji Cu (K) kao i biljaka tretiranih 10 µM Cu 
(Cu) nakon jednog dana i nakon pet dana tretmana. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti  ± SD a statistički 




Imunoblot metodom uočeno je prisustvo dve izoforme plastocijanina u listovima krastavca 
veličine oko 10 kDa. Zastupljenija izoforma, manje molekulske mase je semikvantifikovana. Prvog 
analiziranog dana nije uočena razlika u količini plastocijanina među tretmanima. Petog dana je 
detektovana povećana akumulacija plastocijanina u tretmanima bakrom, i to za oko 60% kod +Cu-Si 
biljaka, dok je kod +Cu+Si biljaka količina plastocijanina bila povećana za 130% u odnosu na 
kontrolne biljke (Slika 4.25 b). 
4.7 Analiza liganada bakra 
4.7.1 Analiza ekspresije metalotioneina 
Relativna ekspresija MT3 bila je izrazito povišena u korenu biljaka tretiranih bakrom, oko 600 
puta kod +Cu-Si, odnosno oko 200 puta kod +Cu+Si biljaka u odnosu na vrednosti kontrolnih biljaka 
prvog dana tretmana (Slika 4.26 a).  
 
Slika 4.26. Uticaj primene Si na ekspresiju metalotioneina tip 3 (MT3) u korenu (a) i listu (b) biljaka gajenih u 
optimalnoj koncentraciji Cu (K) i biljaka tretiranih 10 µM Cu (Cu) nakon jednog dana i nakon pet dana 
tretmana. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti  ± SD a statistički značajne razlike između tretmana su 




U produženom tretmanu, relativna ekspresija MT3 bila je još viša, 1400 puta povišena kod +Cu-
Si, odnosno 400 puta kod +Cu+Si biljaka u odnosu na kontrolne biljke. K+Si biljke su imale iste 
vrednosti kao i kontrolne (K-Si) (Slika 4.26 a). 
Relativna ekspresija MT3 u listu je, takođe, bila povišena kod biljaka tretiranih bakrom, ali u 
znatno manjoj meri u odnosu na koren. Oko tri puta viša ekspresija MT3 dobijena je u prvom danu kod 
+Cu-Si biljaka, a oko dva puta kod +Cu+Si biljaka. Isti nivo ekspresije je zabeležen u petom danu kod 
+Cu-Si biljaka, dok je kod +Cu+Si ekspresija MT3 bila dodatno povećana, oko 4 puta u odnosu na 
vrednosti kontrolnih biljaka. Nivo ekspresije MT3 kod biljaka gajenih pri optimalnoj koncentraciji Cu, i 
sa Si, bio je dva puta viši u petom danu u odnosu na kontrolne biljke gajene bez Si (Slika 4.26 b). 
4.7.2 Analiza ekspresije fitohelatin-sintaze 
Nivo ekspresije fitohelatin-sintaze (PCS) bio je povišen u korenu prvog dana tretmana viškom 
bakra, oko 3.5 puta u odnosu na kontrolne biljke, bez obzira na prisustvo Si. Petog dana, ekspresija 
PCS je bila povišena samo kod +Cu+Si biljaka, za 60% u odnosu na kontrolne biljke (Slika 4.27 a). 
 
Slika 4.27. Uticaj primene Si na relativnu ekspresiju fitohelatin-sintaze (PCS) u korenu (a) i listu (b) kod biljaka 
gajenih u optimalnoj koncentraciji Cu (K) kao i biljaka tretiranih 10 µM Cu (Cu) nakon jednog dana i nakon pet 
dana tretmana. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti  ± SD a statistički značajne razlike između tretmana su 




U listu, nivo ekspresije PCS je bio povišen prvog dana, za 15% kod +Cu-Si, odnosno za 40% 
kod +Cu+Si biljaka. Nasuprot, petog dana nije uočena promena ekspresije PCS u odnosu na kontrolne 
biljke. Kod K+Si biljaka, ekspresija PCS je bila povišena za 12% u odnosu na kontrolne (Slika 4.27 b). 
4.7.3 Analiza prisustva organskih kiselina 
Najzastupljenije organske kiseline izmerene u ovom radu u biljkama krastavca su citrat, malat i 
akonitat.  
 
Slika 4.28. Uticaj primene Si na koncentraciju citrata (a), malata (b) i akonitata (c) u korenu biljaka gajenih u 
optimalnoj koncentraciji Cu (K) kao i biljaka tretiranih 10 µM Cu (Cu) nakon jednog dana i nakon pet dana 
tretmana. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti  ± SD a statistički značajne razlike između tretmana su 





U korenu biljaka krastavca, izmerene koncentracije citrata i malata su bile znatno više od 
akonitata. Koncentracija citrata bila je povećana dva puta kod +Cu-Si biljaka prvog dana dok u petom 
danu nije bilo razlike u odnosu na kontrolne biljke. Kod +Cu+Si biljaka, dobijeno je povećanje 
koncentracije citrata od oko pet puta u odnosu na kontrolu, i prvog i petog dana tretmana. Povećanje od 
dva puta kod K+Si biljaka dobijeno je prvog dana, dok u petom danu nije bilo razlike u odnosu na 
kontrolu (Slika 4.28 a). Povećanje koncentracije malata u korenu (oko 40%) u prvom danu izmereno je 
jedino kod Cu+Si biljaka. Petog dana dobijeno je povećanje od oko 2,5 puta kod +Cu-Si biljaka, a oko 
četiri puta kod +Cu+Si biljaka u odnosu na kontrolne biljke (Slika 4.28 b). Koncentracija akonitata je 
bila povećana tri puta prvog analiziranog dana, i kod +Cu-Si i kod +Cu+Si biljaka. U petom danu, 
dobijeno je povećanje koncentracije akonitata od oko sedam puta kod +Cu-Si odnosno šest puta kod 
+Cu+Si biljaka u odnosu na vrednosti kontrolnih biljaka. Uočeno je i dvostruko povećanje 
koncentracije ove organske kiseline kod K+Si tretmana u odnosu na kontrolne biljke petog dana (Slika 
4.28 c). 
Molarni odnos koncentracije Cu prema organskim kiselinama izračunat je za vrednosti dobijene 
u petom danu i predstavljen u Tabeli 4.2. Kod biljaka tretiranih bakrom, bez i sa Si, molarni odnosi 
Cu:citrat, Cu:malat i Cu:akonitat bili su smanjeni u odnosu na vrednosti kontrolnih biljaka u korenu. 
Molarni odnos Cu i organskih kiselina bio je povećan jedino kod biljaka K+Si u poređenju sa 
netretiranim kontrolama (Tablea 2). 
 
Tabela 4.2. Relativan molarni odnos koncentracija Cu u vodenoj frakciji i organskih kiselina (citrata, malata i 
akonitata) u korenu biljaka krastavca. 
  Relativan  molarni  odnos 
Tretmani Cu : Citrat Cu : Malat Cu : Akonitat 
K-Si 1 : 0.38 1 : 0.008 1 : 2.1 
K+Si 1 : 0.43 1 : 0.018 1 : 2.2 
+Cu-Si 1 : 0.02 1 : 0.003 1 : 0.3 
+Cu+Si 1 : 0.07 1 : 0.002 1 : 0.3 
Rezultati predstavljaju srednje vrednosti odnosa koncentracija u korenu kod biljaka gajenih u optimalnoj 
koncentraciji Cu (K) i biljaka nakon pet dana tretmana 10 µM Cu, bez i sa primene Si. 
 
Analiza prisustva organskih kiselina u ksilemskom soku izvršena je petog dana od početka 
tretmana sa bakrom i silicijumom i pokazala je da je citrat zastupljeniji u odnosu na malat, a naročito 
akonitat, slično kao i u korenu (Slika 4.29). Koncentracija citrata u ksilemu bila je tri puta povećana 
kod +Cu+Si biljaka, dok u ostalim tretmanima nije bilo razlike u odnosu na kontrolu. Koncentracija 
malata je kod +Cu-Si i kod +Cu+Si biljaka bila povećana nešto više od dva puta (2,3). Povećanje 




+Cu+Si biljaka. Nije bilo razlika u koncentraciji organskih kiselina u ksilemu između kontrolnih 
biljaka sa i bez Si (Slika 4.29). 
 
Slika 4.29. Uticaj primene Si na koncentraciju citrata (a), malata (b) i akonitata (c) u ksilemskom soku biljaka 
gajenih u optimalnoj koncentraciji Cu (Kontrola) kao i biljaka tretiranih 10 µM Cu nakon pet dana tretmana. 
Rezultati predstavljaju srednje vrednosti  ± SD a statistički značajne razlike između tretmana su označene 
različitim slovima na osnovu Takijevog testa (p<0.05). 
 
Vrednosti koncentracija organskih kiselina u listu bile su jedan do tri reda veličine veće nego u 
korenu, pri čemu su sve tri analizirane organske kiseline bile podjednako zastupljene (Slika 4.30). 
Koncentracija citrata je pokazala tendenciju smanjenja kod biljaka tretiranih bakrom, međutim, 
značajne razlike su jedino uočene kod +Cu+Si biljaka u prvom danu a kod +Cu-Si biljaka u petom 




dva puta kod +Cu-Si i kod +Cu+Si biljaka prvog analiziranog dana. U produženom tretmanu, 
koncentracija malata je bila značajno povećana jedino kod +Cu+Si tretmana, oko 40% u odnosu na 
vrednosti izmerene u kontrolnim biljkama. Koncentracija akonitata u prvom danu tretmana je bila 
povećana jedino kod +Cu+Si biljaka za oko 65% u odnosu na vrednosti kontrolnih biljaka. U petom 
danu, koncentracija akonitata je bila povećana tri puta kod +Cu-Si biljaka a čak šest puta kod +Cu+Si 
biljaka u odnosu na vrednosti kontrolnih biljaka. Kontrolne biljke gajene sa Si nisu se razlikovale od K-
Si biljaka u pogledu koncentracije ispitivanih organskih kiselina u listu (Slika 4.30). 
 
Slika 4.30. Uticaj primene Si na koncentraciju citrata (a), malata (b) i akonitata (c) u listu biljaka gajenih u 
optimalnoj koncentraciji Cu (K) kao i biljaka tretiranih 10 µM Cu (Cu) nakon jednog dana i nakon pet dana 
tretmana. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti  ± SD a statistički značajne razlike između tretmana su 




Molarni odnos Cu:citrat i Cu:malat u listu bio je smanjen kod +Cu-Si i kod +Cu+Si biljaka u 
odnosu na vrednosti kod kontrolnih biljaka. Odnos Cu:akonitat bio je smanjen kod +Cu-Si tretmana 
dok je kod +Cu+Si dobijeno značajno povećanje u odnosu na vrednosti dobijene za kontrolne biljke. 
Biljke iz tretmana K+Si imale su smanjen odnos Cu:citrat i Cu:malat a povećan Cu:akonitat u odnosu 
na kontrolne (Tabela 4.3). 
 
Tabela 4.3. Relativan molarni odnos koncentracija Cu u vodenoj frakciji i organskih kiselina (citrata, malata i 
akonitata) u listu biljaka krastavaca. 
  Relativan  molarni  odnos 
Tretmani Cu : Citrat Cu : Malat Cu : Akonitat 
K-Si 1 : 70 1 : 100 1 : 15 
K+Si 1 : 56 1 : 89 1 : 17 
+Cu-Si 1 : 10 1 : 23 1 : 9 
+Cu+Si 1 : 13 1 : 34 1 : 23 
Rezultati predstavljaju srednje vrednosti odnosa koncentracija u korenu kod biljaka gajenih u optimalnoj 
koncentraciji Cu (K) i biljaka nakon pet dana tretmana 10 µM Cu, bez i sa primene Si. 
 
4.7.4 Analiza aminokiselina nikocijanamina i histidina 
Koncentracija nikocijanamina u listovima bila je povećana kod +Cu-Si biljaka za oko 30%, dok 
je tretman +Cu+Si doveo je do izrazitog povećanja koncentracije NA, oko 300% u odnosu na kontrolne 
biljke. Nije bilo razlike u koncentraciji NA u listovima između K+Si i K-Si biljaka (Slika 4.31 a). 
Koncentracija histidina u listovima krastavca bila je povećana kod biljaka tretiranih bakrom. 
Kod +Cu-Si biljaka, dobijeno je povećanje od oko dva puta dok je kod +Cu+Si biljaka koncentracija 
histidina bila 3,4 puta veća od vrednosti kontrolnih biljaka. K+Si biljke se nisu razlikovale od 
kontrolnih u pogledu koncentracije analiziranih aminokiselina (Slika 4.31 b). 
Molarni odnos Cu:NA i Cu:His izračunat je na osnovu njihovih koncentracija izmerenih 5. dana 
tretmana i predstavljen u Tabeli 4.4. Molarni odnos Cu:NA bio je smanjen kod +Cu-Si biljaka u 
odnosu na kontrolne biljke. Za razliku, kod tretmana +Cu+Si molarni odnos Cu:NA je povećan u 
odnosu na kontrolne biljke. Kod K+Si biljaka, odnos Cu:NA je neznatno promenjen (Tabela 4.4).  
Molarni odnos Cu:His je promenjen kod tretiranih u odnosu na kontrolne biljke. Slično kao i za 




kontrolne biljke. Takođe, kod K+Si biljaka uočeno je povećanje odnosa Cu:His u odnosu na kontrolne 
K-Si (Tabela 4.4). 
 
Slika 4.31. Uticaj primene Si na koncentraciju nikocijanamina (NA) (a) i histidina (His) (b) u listu kod biljaka 
gajenih u optimalnoj koncentraciji Cu (kontrola) kao i biljkama nakon 5 dana tretmana 10 µM Cu. Rezultati 
predstavljaju srednje vrednosti  ± SD a statistički značajne razlike između tretmana su označene različitim 
slovima na osnovu Takijevog testa (p<0.05). 
 
Tabela 4.4. Relativan molarni odnos koncentracije Cu u vodenoj frakciji  i ukupne koncentracije aminokiselina 
nikocijanamina (NA) i histidina (His) u listu biljaka krastavca. 
Tretman 
Relativan molarni odnos 
Cu : NA Cu : His 
K-Si 1 : 3.8 1 : 1.3 
K+Si 1: 3.6 1 : 1.7 
+Cu-Si 1 : 2.2 1 : 1.1 
+Cu+Si 1 : 5.4 1 : 2.2 
Rezultati predstavljaju srednje vrednosti odnosa koncentracija u korenu kod biljaka gajenih u optimalnoj 
koncentraciji Cu (K) i biljaka nakon pet dana tretmana 10 µM Cu, sa i bez primene Si. 
 
Biosinteza nikocijanamina direktno zavisi od enzima nikocijanamin-sintaze (NAS1). Rezultati 
analize relativne ekspresija gena NAS1 su pokazali izrazito povećanje kod +Cu-Si biljaka, oko 30 puta, 
dok je kod +Cu+Si biljaka ekspresija bila povećana čak 120 puta u odnosu na kontrolu. Snižen nivo 




Transport kompleksa nikocijanamin-metal se obavlja putem YSL transportera. Nivo ekspresije 
YSL3 gena je bio povišen kod svih tretiranih grupa biljaka u odnosu na kontrolne. Kod +Cu-Si biljaka 
dobijen je za 20% viši nivo ekspresije YSL3 u odnosu na kontrolne biljke, dok je kod +Cu+Si biljaka 
nivo ekspresije bio za 70% viši od kontrolnih biljaka. K+Si biljke imale su za oko 30% višu ekspresiju 
YSL3 od kontrolnih biljaka K-Si (Slika 4.32 b). 
 
Slika 4.32. Uticaj primene Si na relativnu ekspresiju nikocijanamin-sintaze 1 (NAS1) (a) i transportera YSL3 (b) 
u listu kod biljaka gajenih u optimalnoj koncentraciji Cu (kontrola) kao i biljkama nakon pet dana tretmana 10 
µM Cu. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti  ± SD a statistički značajne razlike između tretmana su 








S obzirom na način života, biljke su konstantno izložene delovanju promenljivih faktora 
spoljašnje sredine, od kojih mnogi deluju nepovoljno na rastenje i razviće i označavaju se kao stresni 
faktori. Prisustvo stresnih faktora značajno utiče na kvalitet i prinos poljoprivrednih kultura, stoga, 
ublažavanje efekata stresa kao i povećanje tolerancije biljaka na stres predstavlja imperativ u 
savremenoj poljoprivredi (Rao and Rogers 2006; Tuteja et al. 2011; Mantri et al. 2012). Među 
abiotičkim faktorima stresa, kontaminacija zemljišta teškim metalima je jedan od velikih problema 
današnjice koji je gotovo isključivo nastao antropogenim aktivnostima. Povećana akumulacija bakra u 
zemljištu, površinskim i podzemnim vodotokovima potiče od izlivanja rudnog jalovinskog materijala, 
ispuštanja industrijskih otpadnih voda kao i usled dugogodišnje i prekomerne upotrebe fungicida na 
bazi Cu. Poseban problem predstavljaju zemljišta na kojima se u dužem vremenskom periodu (čak i 
preko sto godina) gaji ista biljna kultura, kao što su vinogradi, ali i staklene bašte gde se uzgajaju 
različite povrtarske kulture (Kaplan 1999; Zheng et al. 2005; Komárek et al. 2010). Bakar kao 
perzistentan polutant, akumulira se u životnoj sredini i posledično ulazi u lance ishrane. Zbog svoje 
izrazite redoks aktivnosti, bakar je toksičan za sve žive sisteme, ali je za biljke znatno toksičniji nego 
za životinje i ljude (Wheeler and Power 1995; Gajewska and Sklodowska 2010; Metwali et al. 2013). 
Ispitivanje fitotoksičnosti teških metala u različitim eksperimentalnim uslovima kod brojnih biljnih 
vrsta, pokazalo je da su od Cu toksičniji jedino olovo i živa, dok je Cu znatno toksičniji od Cd, As, Co, 
Ni, Zn i Mn. Srednja toksična koncentracija za bakar je oko 2 µM što zavisi od uslova pretretmana, 
trajanja tretmana i od biljne vrste (Kopittke et al. 2010). 
Silicijum je prepoznat kao koristan element za biljke pre više od jednog veka. Brojna 
istraživanja u poslednjih 25 godina su pokazala da gajenje biljaka u prisustvu Si može doprineti 
prevazilaženju stanja stresa izazvanog različitim abiotičkim ili biotičkim faktorima. Međutim, 
mehanizmi koji su u osnovi njegovog dejstva na biljke, ni do danas nisu potpuno razjašnjeni. Primena 
Si je ekološki prihvatljiva s obzirom na to da Si ne ispoljava štetne efekte na biljke i životnu sredinu 
ukoliko je prisutan u većim koncentracijama. Pozitivan efekat delovanja Si često je specifičan za biljnu 
vrstu/rod i obično je izraženiji kod vrsta koje akumuliraju veće količine Si u svojim tkivima. Krastavac 
(Cucumis sativus L.) pripada malobrojnoj grupi dikotiledonih biljaka koje mogu da akumuliraju 
značajne količine Si i, stoga, predstavlja dobar model za ispitivanje mehanizma delovanja Si u 
uslovima stresa. 
5.1 Uticaj Si na fiziološke parametre stresa kod biljaka izloženih 
povišenim koncentracijama bakra 
U cilju utvrđivanja efekata Si, kao i mehanizama odgovornih za potencijalan zaštitini efekat Si 
kod biljaka krastavaca koje se suočavaju sa stresom usled prisustva Cu u višku, u prvom setu 
eksperimenata testirano je nekoliko koncentracija Cu. Najizraženiji efekat na povećanje biomase i 
smanjenje oksidativnog stresa je pokazan kod umereno toksične koncentracije Cu (10 µM), stoga je ta 
koncentracija odabrana za detaljnije ispitivanje mehanizama delovanja Si kod biljaka krastavca 
tretiranih bakrom (Slika 4.3, 4.4). Da bi se procenio intenzitet stresa, kao i blagotvorni efekat silicijuma 




hlorofila, intenzitetu lignifikacije, nivoa lipidne peroksidacije kao i očuvanosti integriteta ćelijskih 
membrane korena.  
Povećanje biomase biljaka gajenih u prisustvu Si je posledica više različitih mehanizama 
kojima Si omogućava da se efekti toksičnog delovanja Cu redukuju. Analizirajući pojedinačne organe, 
Si je imao veći uticaj na povećanje biomase lista dok na nivou korena nije zabeležena značajnija razlika 
(Slika 4.6). Sličan efekat je je primećen i kod pirinča (Kim et al. 2014) i bambusa (Collin et al. 2014), 
predstavnika grupe biljaka koje hiperakumuliraju Si u svojim tkivima, ali i kod arabidopsisa, vrste koja 
se ne smatra Si-akumulatorom (Li et al. 2008). Inhibitorni uticaj na proces fotosinteze je jedan od 
glavnih simptoma prisustva toksičnih doza Cu, tako da se uticaj Si na povećanje biomase lista biljaka 
može povezati sa višim intenzitetom fotosinteze kod biljaka gajenih sa Si (Mateos-Naranjo et al. 2015). 
Smanjenje fotosintetske aktivnosti kod biljaka tretiranih bakrom potiče od strukturnih promena 
fotosintetskog aparata kao i smanjenja sadržaja hlorofila (Sandman and Böger 1980). Kod krastavca je 
pokazano da u uslovima stresa izazvanog viškom Cu dolazi do značajnog smanjenja intenziteta 
fotosinteze, a s tim u vezi i lisne površine (Vinit-Dunand et al. 2002). Uticaj Cu na biosintezu hlorofila 
ispitivan je kod mnogih biljnih vrsta (Kabata-Pendias and Pendias 2001). Smatra se da Cu u višku 
sprečava integraciju hlorofila u tilakoidne membrane hloroplasta (Caspi et al. 1999). Kod pšenice je 
pokazano da sadržaj hlorofila linearno opada sa povećanjem nivoa Cu u zemljištu (Cook et al. 1997). U 
ovoj studiji izmerena je manja koncentracija hlorofila kod biljaka tretiranih bakrom u odnosu na 
kontrolne (Slika 4.7). Međutim, kod biljaka u +Cu+Si tretmanu, zabeležen je viši sadržaj hlorofila kod 
sva tri ispitivana lista, u poređenju sa biljkama iz +Cu-Si tretmana, dok u najmlađem listu nije bilo 
razlike u sadržaju hlorofia između +Cu+Si i kontrolnih biljaka (Slika 4.7). Kod vrste trave Spartina 
densiflora, koja može da toleriše visoke koncentracije Cu, pokazano je da je blagotvoran efekat Si na 
fotosintetski aparat povezan sa inhibicijom uticaja Cu na aktivna mesta RUBISCO enzima kao i sa 
povećanom koncentracijom biljnih pigmentata, što je rezultovalo povećanjem intenziteta fotosinteze i 
biomase kod +Cu+Si tretiranih biljaka (Mateos-Naranjo et al. 2015). 
Hloroza listova je karakterističan vizuelni simptom toksičnosti Cu kod biljaka (Ciscato et al. 
1997; Wodala et al. 2012), što je zapaženo i u ovom radu (Slika 4.5). Međutim, pojava hloroze je 
indirektna posledica smanjenog sadržaja Fe kod biljaka izloženih visokim koncentracijama Cu. Smatra 
se da smanjenje hlorofila i fotoinhibicija PSII sistema zapravo potiču od nedostatka Fe koji je 
indukovan prisustvom Cu u višku (Pätsikkä et al. 2002). Biljke krastavca gajene sa silicijumom 
(+Cu+Si) pokazuju manji stepen hloroze i kod takvih biljaka je izmeren veći sadržaj Fe u listovima 
(Tabela 4.1). Povećani sadržaj Fe i hlorofila kod +Cu+Si tretmana uslovili su povećanje biomase 
listova u ovoj grupi biljaka. Ranije studije su pokazale da se koristan efekat Si kod biljaka krastavca 
gajenih u uslovima nedostatka Fe između ostalog ogleda u povećanju količine biljnih pigmenata i 
prevazilaženju hloroze listova (Pavlovic et al. 2013).  
Prisustvo Si nije značajno uticalo na masu korena biljaka, ali je uticalo na očuvanje strukture i 
funkcije korena. Curenje elektrolita je fenomen koji se javlja usled prisustva viška Cu, ali i drugih 
teških metala, a dešava se ubrzo nakon izlaganja stresoru i posledica je narušene permeabilnosti 
membrana ćelija korena (Demidchik et al. 2014). Curenje elektrolita iz korena krastavca je detektovano 
već u prvim satima tretmana bakrom i tokom vremena se povećavalo (Slika 4.8) Nasuprot, primena Si 
kod biljaka tretiranih Cu je sprečila takav efekat. Količina oslobođenih elektrolita predstavlja merilo 
tolerancije na stres Cu, pa se Cu-tolerentni genotipovi odlikuju očuvanom permeabilnosti ćelijskih 
membrana nasuprot Cu-senzitivnim (De Vos et al. 1991; Murphy and Taiz 1997). Fenomen gubitka 
elektrolita, pre svega K
+
, je povezan sa otvaranjem različitih tipova jonskih kanala i uvek je praćen 
formiranjem ROS-a i često vodi ka programiranoj ćelijskoj smrti (Demidchik et al. 2014). Dokaz da su 
ova dva indikatora stresa (produkcija ROS i efluks K
+




njihovih kinetika (Demidchik et al. 2003, 2010; Rodrigo-Moreno et al. 2013). Direktan efekat 
povećanja ROS jeste peroksidacija lipida ćelijske membrane što se manifestuje kroz akumulaciju 
krajnjeg produkta MDA. Usled prisustva Si, nije zabeleženo povećanje nivoa lipidne peroksidacije 
tokom prvog dana tretmana (Slika 4.16), pa se može zaključiti da je manja količina ROS, ali i 
smanjenje slobodnog Cu u citosolu kod +Cu+Si biljaka, rezultovalo izostankom efekta curenja 
elektrolita ili bar njegovim sprečavanjem u prvim satima izlaganja Cu-stresu (Slika 4.8). Kod pirinča 
tretiranog +Cu+Si, mikroskopske analize su pokazale smanjenje oštećenja ćelijskih struktura u korenu 
usled prisustva Si (Kim et al. 2014). Pokazano je i da je Si smanjio gubitak elektrolita iz korena biljaka 
pamuka tretiranog kadmijumom (Farooq et al. 2013).  
Inhibicija rasta kao i braon obojenost korena su tipični simptomi stresa kod biljaka izloženih 
visokim koncentracijama bakra, koji se mogu uočiti već nakon jednog dana tretmana (Zheng et al. 
2005), što je zapaženo i kod biljaka krastavca u ovom eksperimentu (Slika 4.2). Ovaj fenomen se 
dovodi u vezu sa metabolizmom fenola, ali i sintezom lignina (Lin et al. 2005; Kováčik et al. 2008). 
Smanjenje braon-obojenosti korena kod biljaka krastavaca gajenih sa Si je u direktnoj korelaciji sa 
smanjenom količinom ukupnih fenola i stepenom lignifikacije korena (Slika 4.9, 4.10). 
Lignin je kompleksan polimer, jedinstven u biljnom carstvu kao integralni deo ćelijskih zidova 
biljnih ćelija (Lewis 1999). Lignin kao glavni konstituent ksilemskih sprovodnih sudova, zahvaljujući 
svojim fizikohemijskim osobinama, omogućava transport vode i mineralnih elemenata od korena ka 
listu bez značajnijih gubitaka, pruža mehaničku potporu i zaštitu od napada patogena i herbivora 
(Gavnholt and Larsen 2002). Lignifikacija je karakteristična za određene ćelijske tipove, ali se može 
indukovati stresom, čak kod tipova ćelija koje nisu uobičajeno lignifikovane, kao odgovor na promene 
u spoljašnjoj sredini. Povećanje nivoa lignifikacije u uslovima biotičkog stresa ima za cilj formiranje 
mehaničke barijere za prodor patogena, a tokom abiotičkog stresa, kao što je stres teškim metalima, 
smanjenje njihovog ulaska u biljna tkiva i u ćelije (Frei 2013). Paralelno sa inhibicijom rasta korena, 
povećanje lignifikacije je efekat koji se javlja usled prisustva toksične koncentracije bakra (Moura et al. 
2010). Akumulacija lignina, kao rezultat povećanja aktivnosti enzima pekosidaza, lakaza, kao i PAL 
koji učestvuju u njegovom biosintetskom putu, zabeleženo je kod različitih biljnih vrsta tretiranih 
bakrom (Chen et al. 2002a; Lin et al. 2005; Ali et al. 2006; Kováčik and Klejdus 2008). Takođe, 
povećanje aktivnosti navedenih enzima posledica je povećane ekspresije gena koji ih kodiraju i ukazuje 
na de novo sintezu lignina i njegovih prekursora (Dı́az et al. 2001; Michalak 2006; Liu et al. 2015). U 
ovom radu, detektovana je intenzivna lignifikacija u korenu krastavca nakon pet dana tretmana bakrom 
(Slika 4.9). U skladu sa ovim rezultatom je i povišena ekspresija PAL gena kao i sadržaj totalnih fenola 
(Slika 4.10). PAL je prvi enzim u biosintetskom putu fenilpropanoida kojim se sintetišu monolignoli, 
gradivne jedinice lignina (Dixon and Paiva 1995). Sadržaj fenola koji je u korelaciji sa enzimima koji 
učestvuju u njihovoj biosintezi ukazuje da se ukupni fenoli mogu smatrati intermedijerima u biosintezi 
lignina i pouzdanim markerima stresa (Dı́az et al. 2001; Michalak 2006). Povišena ekspresija PAL, kao 
i aktivnost ovog enzima koji su u saglasnosti sa akumulacijom lignina i ukupnih fenola pokazani su i 
kod drugih biljnih vrsta tretiranih bakrom (Dı́az et al. 2001; Kováčik and Klejdus 2008; Liu et al. 
2015). Štaviše, pokazano je da je količina lignina i fenola kao i aktivnost PAL u direktnoj korelaciji sa 
dozom primenjenog bakra (Ali et al. 2006; Kováčik and Klejdus 2008; Feigl et al. 2013). S obzirom da 
je u ovoj studiji pokazano da biljke u tretmanu +Cu+Si, imaju niži stepen lignifikacije, manji sadržaj 
fenola kao i niži nivo ekspresije PAL, nego +Cu-Si biljke, može se zaključiti da je to posledica 
smanjenog nivoa stresa, što je u saglasnosti sa smanjenjem lipidne peroksidacije u korenu kao i drugih 
parametara stresa. Uticaj Si na smanjenje lignifikacije je pokazan i kod tretman viškom cinka, 
kadmijuma i natrijuma (Hashemi et al. 2010; Vaculík et al. 2012; Bokor et al. 2014). Zajednička 
osobina silicijuma i lignina jeste mehanička potpora i zaštita od stresnih uslova. Kod pirinča koji je 




silicijuma i sadržaja lignina u optimalnim fiziološkim uslovima (Suzuki et al. 2012). Depozicija 
silicijuma u ćelijskom zidu korena kod trava koje aktivno usvajaju veće količine Si, kolokalizuje sa 
polimerizacijom lignina i to je koordinisan i regulisan proces (Soukup et al. 2017, 2019). 
Iako se antioksidativna uloga fenolnih jednjenja u uklanjanju ROS ne može zanemariti, njihov 
redoks ciklus je u disbalansu u prisustvu teških metala. Naime, u prisustvu teških metala dominira 
prooksidantska, radikalska forma fenola koja dovodi do direktnog oštećenja DNK molekula i izaziva 
lipidnu peroksidaciju (Sakihama et al. 2002; Michalak 2006; Iwasaki et al. 2011). Za razliku od drugih 
teških metala kakav je Cd, koji nije redoks-aktivan, Cu ima izraženiji uticaj na metabolizam fenola i, 
stoga, veću fitotoksičnost Cu nego Cd prati i povećanje sadržaja ukupnih fenola (Arduini et al. 1995; 
Kováčik and Klejdus 2008). U ovoj studiji je pokazano da gajenje biljaka sa silicijumom u uslovima 
viška bakra, u poređenju sa biljkama bez Si, dovodi do smanjenja količine fenola, što je u skladu sa 
smanjenim nivoom oksidativnog stresa. Slični rezultati su zabeleženi i kod krastavca tretiranog 
manganom. Primena Si dovela je do smanjenog efekta oksidacije fenola pod uticajem viška Mn a 
samim tim i izostanka oksidativnog braon obojenja na listovima, koji je tipičan simptom toksičnosti 
Mn (Iwasaki et al. 2002; Dragišić Maksimović et al. 2007). 
5.2 Uticaj Si na ekspresiju lakaze i post-transkripcionog regulatora 
miR408 
Lakaza je enzim koji sadrži Cu kao kofaktor, koji omogućava ulogu ovog enzima u 
oksidoredukcionim reakcijama u procesu biosinteze lignina, a samim tim i ulogu u održavanju strukture 
i integriteta ćelijskog zida, kao i odgovoru na stres. Lakaza je, kao Cu-protein, uključena i u 
homeostazu bakra (Sterjiades et al. 1992; Bao et al. 1993; Dean and Eriksson 1994; Ranocha et al. 
2002; Abdel-Ghany and Pilon 2008). Aktivnost ovog enzima se povećava kod biljaka tretiranih bakrom 
što je u skladu sa povećanim sadržajem lignina u korenu (Lin et al. 2005; Liu et al. 2015). Međutim, 
istraživanja su pokazala da su lakaze konstitutivno, tkivno-specifično eksprimirane u tkivima koja su 
minimalno lignifikovana i ta činjenica sugeriše da neki predstavnici ove familije proteina, pored 
biosinteze lignina, imaju i dodatne uloge (Gavnholt and Larsen 2002; McCaig et al. 2005). Smatra se 
da LAC3 pripada lakazama specifičnim za koren (Berthet et al. 2012). Biljke kod kojih je utišan gen 
lac3 pokazuju promene u celokupnom metabolizmu fenola, međutim smanjenje sadržaja lignina kod 
takvih biljaka nije uočeno (Ranocha et al. 2002). Ekspresija lakaza je post-transkripciono regulisana 
pomoću miRNK, miR397 i miR408. Dok je miR397 isključivo negativni regulator sadržaja lignina, 
miR408 ima ključnu ulogu u homeostazi bakra ali je povezana i sa tolerancijom na oksidativni stres 
uzrokovan različitim stresnim faktorima (Abdel-Ghany and Pilon 2008; Trindade et al. 2010; 
Jovanović et al. 2014; Ma et al. 2015a). 
Ekspresija miR408 se povećava u uslovima nedostatka Cu, dok se, očekivano, ekspresija LAC3 
smanjuje (Abdel-Ghany and Pilon 2008; Ma et al. 2015a) Međutim, ne postoji mnogo podataka u 
litreraturi koji se tiču uticaja viška Cu na ekspresiju ovih gena. Kod vinove loze je pokazano da se 
ekspresija miR408, kao i miR397, smanjuje sa povećanjem doze primenjenog Cu, a takav profil prati i 
ekspresija njihovih target gena LAC4, LAC12 i LAC17 (Leng et al. 2017). Kod topole se ekspresioni 
profil miR408, takođe, razlikuje u zavisnosti od doze primenjenog Cu, kao i analiziranog biljnog 
organa, dok ekspresija nekoliko ispitivanih lakaza nije u saglasnosti sa svojim regulatorom (Lu et al. 
2011). Za sada nema literaturnih podataka koji se tiču praćenja paralelne ekspresije LAC3 i miR408 
kod biljaka tretiranih bakrom u višku. U ovoj disertaciji je pokazano da je profil ekspresije miR408 kod 




(Slika 4.11), ukazujući da je LAC3 regulisana ovom miRNK i u uslovima povišenih koncentracija 
bakra. Niži nivo ekspresije miR408 je dobijen kod +Cu+Si biljaka, koje su imale višu ekspresiju LAC3, 
u odnosu na +Cu-Si biljke. Međutim, ekspresija LAC3 u korenu krastavca nije u skladu sa stepenom 
lignifikacije i nivoom oksidativnog stresa u korenu kod različitih tretmana, što sugeriše da LAC3 
obavlja i druge funkcije u stresu Cu koje nisu povezane sa lignifikacijom. Naime, kod +Cu+Si biljaka, 
nivo ekpresije LAC3 je viši a stepen lignifikacije niži dok je suprotno dobijeno kod +Cu-Si biljaka. 
Dakle, primena Si je povećala ekspresiju LAC3 gena koji kodira Cu-protein, i to je u saglasnosti sa 
nivoom ekspresije njegovog post-transkripcionog regulatora miR408.  
U ovoj disertaciji je pokazano da silicijum ima uticaj na ekspresiju drugih Cu-proteina, 
plastocijanina i Cu/Zn SOD izoformi. Pored svoje osnovne uloge, pomenuti Cu-proteini bi mogli imati 
ulogu depoa Cu jona ukoliko su prisutni u višku (Yamasaki et al. 2007). Moguće je da je povećanje 
ekspresije LAC3, takođe, u vezi sa potencijalnom ulogom Cu-proteina u stresu usled prisustva bakra u 
višku, a to je vezivanje i skladištenje viška Cu jona, koje je dodatno stimulisano prisustvom Si. Za 
potvrdu ove hipoteze potrebni su dodatni eksperimenti kao i proteomske analize. 
5.3 Uticaj Si na usvajanje i distribuciju Cu u biljkama 
Homeostaza metala u biljci se održava kroz balans između procesa usvajanja, skladištenja i 
izbacivanja Cu za čiji su transport odgovorni membranski transporteri koji fino modulišu koncentraciju 
Cu u ćelijama.  
Rezultati istraživanja predstavljeni u ovoj disertaciji pokazali su da se u prisustvu Si, 
koncentracija Cu u korenu +Cu+Si biljaka krastavca smanjuje u odnosu na koren +Cu-Si biljaka (Slika 
4.12). Slični rezultati su zabeleženi i u eksperimentima sa pirinčem, pamukom i cinijom (Frantz et al. 
2011; Kim et al. 2014; Ali et al. 2016). Međutim, to se ne može smatrati generalnim mehanizmom 
delovanja, jer Si nije doprineo smanjenju usvajanja Cu kod drugih ispitivanih vrsta (Li et al. 2008; 
Collin et al. 2014; Mateos-Naranjo et al. 2015). Iako bi za proces usvajanja Cu mogli biti odgovorni 
različiti transportni putevi, transporteri COPT familije su ključni za usvajanje Cu iz hranljivog 
medijuma, a pre svega COPT1 koji predstavlja visokoafinitetni transporter Cu
+
 forme (Sancenón et al. 
2004). Regulacija ekspresije gena koji kodira ovaj transporter direktno zavisi od statusa Cu u ćelijama. 
Dosadašnje studije su se uglavnom bavile ispitivanjem regulacije ekspresije ovog gena u uslovima 
ograničene snabdevenosti Cu (<0.5µM) dok su istraživanja ekspresije COPT transportera u uslovima 
viška Cu malobrojna (Andrés-Colás et al. 2013; Garcia-Molina et al. 2013; Perea-García et al. 2016).  
U ovoj disertaciji, dobijeno je značajno smanjenje ekspresije COPT1 u korenu krastavca već 
nakon jednog dana tretmana +Cu-/+Si (Slika 4.13), što je u saglasnosti sa prethodno navedenim 
objašnjenjem o regulaciji ovog gena u zavisnosti od dostupnosti Cu. Rezultati dobijeni u petom danu 
jasno pokazuju da je primena Si dovela do dvostruko niže ekspresije COPT1 kod +Cu+Si biljaka, u 
odnosu na +Cu-Si biljke. Nasuprot, kod biljaka arabidopsisa koje su tretirane viškom Cu, dobijena je 
povišena ekspresija COPT1 u odnosu na kontrolu, a slični rezultati su zabeleženi i kod biljaka duvana 
(Li et al. 2008; Flora et al. 2019). Međutim, kod obe ove vrste, dodavanje Si u hranljivi medijum 
snizilo je ekspresiju COPT1, u poređenju sa tretiranim biljkama bez Si. Slično prikazanim rezultatima 
na krastavcu, usled primene Si, ekspresija COPT1 gena kod duvana je bila snižena ispod nivoa 
kontrolnih biljaka, što sugeriše ulogu Si u transportu i akumulaciji Cu u korenu ovih vrsta dikotila na 




regulaciju i funkciju COPT1 transportera, snižena ekspresija COPT1 kod +Cu+Si biljaka se može 
smatrati odgovornom za smanjenje koncentracije Cu, izmerene u korenu krastavca (Slika 4.12).  





membrani koju obavljaju FRO reduktaze. Dok je FRO2 odogovorna za redukciju gvožđa (Yi and 
Guerinot 1996; Robinson et al. 1999), FRO4 i FRO5 su uključene u homeostazu bakra (Bernal et al. 
2012). Ekspresija FRO4 je izrazito indukovana u korenu u uslovima nedostatka Cu (Bernal et al. 2012). 
U literaturi nema podataka o ekspresiji ovog gena u uslovima viška Cu. Rezultati ove disertacije su 
pokazali da tretman 10 µM Cu dovodi do snažnog utišavanja ekspresije FRO4 gena u korenu biljaka 
krastavca, dok primena Si dodatno snižava ekspresiju ovog gena (Slika 4.13). Već prvog dana tretmana 
uočene su razlike između +Cu-Si i +Cu+Si biljaka, koje su se održale i u petom danu. Ovakvo 
delovanje Si nedvosmisleno ukazuje na njegovu značajnu ulogu u smanjenju akumulacije Cu u korenu 
krastavca, ne samo uticajem na ekspresiju COPT1, već i smanjenjem ekspresije FRO4 gena. Uticaj Si 
na ekspresiju FRO je pokazan u eksperimentima na biljkama krastavca suočenim sa nedostatkom Fe, 
gde je primena Si omogućila povišenu ekspresiju FRO2 kao i visoko-afinitetnog transportera za Fe 
(IRT1) što je doprinelo poboljšanju statusa Fe u biljkama (Pavlovic et al. 2013). 
Analizom koncentracije bakra u listu krastavca pokazano je da primena Si, takođe, smanjuje 
akumulaciju Cu u listu, u odnosu na +Cu-Si biljke, ali ta razlika nije toliko izražena kao u korenu 
(Slika 4.12). Kod arabidopsisa nije dobijena razlika u koncentraciji Cu u listu između tretmana +Cu-Si 
i +Cu+Si (Li et al. 2008). Smanjenje akumulacije Cu u listovima pod uticajem Si je zabeleženo kod 
vrste Erica andevalensis, koja toleriše velike koncentracije Cu, što je objašnjeno smanjenom 
translokacijom Cu iz korena u listove (Oliva et al. 2011). Inhibicija translokacije metala usled prisustva 
Si može biti posledica dodatnog razvoja kasparijeve trake u endodermisu kao i depozicije lignina i Si u 
ćelijskim zidovima endodermisa (Shi et al. 2005b; da Cunha and do Nascimento 2009). Smatra se da je 
smanjena translokacija Cu usled prisustva Si kod pšenice ostvarena putem povećanja adsorbcije Cu na 
površini korena, zadržavanjem Cu u epidermisu kao i Si-stimulisanim debljanjem endodermisa (Keller 
et al. 2015). Rezultati ove disertacije nisu pokazali da je primena Si kod biljaka krastavaca izazvala 
smanjenje translokacije Cu jer se ukupan sadržaj Cu u listovima +Cu+Si biljaka nije razlikovao od 
+Cu-Si biljaka (Tabela 4.1). Generalno, smanjenje usvajanja Cu putem korena jeste doprinelo i 
smanjenoj koncentraciji Cu u listovima kod +Cu+Si biljaka, ali uticaj Si u listu se, pre svega, odnosi na 
drugačiju preraspodelu ukupnog sadržaja Cu kao i aktiviranje mehanizama helacije, koji uklanjaju 
višak reaktivnih Cu jona što će kasnije biti razmatrano.    
Pored visoke akumulacije Cu, tretman biljaka Cu u višku dovodi i do smanjenja usvajanja i 
akumulacije drugih esencijalnih elemenata: Fe, Zn i Mn (Tabela 4.1). Bakar prisutan u višku utiče na 
celokupan mineralni sastav biljaka, na način koji zavisi od doze Cu u hranljivom medijumu, dužine 
trajanja stresa, uslova gajenja kao i od biljne vrste. Uticaj Cu na usvajanje i akumulaciju Fe, Zn i Mn 
potiče od nepostojanja specifičnog mehanizama regulacije i selektivnog usvajanja pojedinačnih vrsta 
jona u uslovima kompeticije za iste transportere metala. ZIP familija transportera kojoj pripada IRT1 
kao i predstavnici NRAMP familije mogu da vrše neselektivan transport metala Fe, Zn, Cu, Mn i Cd u 
zavisnosti od njihove dostupnosti (Vert et al. 2002; Wintz et al. 2003; Cailliatte et al. 2010). Naročito je 
izražena uzajamna antagonistička interakcija između Cu i Fe koji se često označavaju kao metabolički 
parnjaci, što je posledica bliske evolutivne povezanosti njihovih metaboličkih puteva (Stewart and 
Leonard 1952; Foy et al. 1978). Pokazano je da Cu prisutan u višku utiče na dostupnost Fe u 
hranljivom medijumu i smanjenje usvajanja Fe putem korena, a takođe, višak Cu inhbira odgovor 
biljaka na nedostatak Fe, što sve ima za posledicu smanjeni sadržaj Fe u biljkama (Wallace et al. 1992; 
Schmidt et al. 1997; Michaud et al. 2008; Waters and Armbrust 2013). Inhibicija aktivnosti FRO 




1993; Alcántara et al. 1994; Waters and Armbrust 2013). Interakcija između Cu i Zn je, takođe, 
označena kao antagonizam (Davis and Beckett 1978; Kabata-Pendias and Pendias 2001). Smanjenje 
usvajanja Zn usled viška Cu u medijumu je opisano kod mnogih biljnih vrsta (Lin and Wu 1994; Shi et 
al. 2011; Feigl et al. 2013). ZIP transporteri bi mogli biti odgovorni za interakciju Cu i Zn, s obzirom 
da mogu biti regulisani od strane oba metala (Wintz et al. 2003). Takođe, pokazano je da Cu u višku 
može da inhibira usvajanje i distribuciju Mn kod nekih biljnih vrsta (Lidon and Henriques 1993; Shi et 
al. 2011; Feigl et al. 2013). 
Gajenje biljaka u prisustvu Si doprinelo je povećanju sadržaja Fe, Zn i Mn u listovima kod 
+Cu+Si tretmana (Tabela 4.1). Uticaj Si na metabolizam esencijalnih mikroelemenata u prisustvu 
bakra u višku Cu nije mnogo izučavan. Kod vrste Spartina densiflora, pokazano je da je Si doprineo 
povećanju koncentracije Mn, koja je bila smanjena usled tretmana viškom Cu (Mateos-Naranjo et al. 
2015). Takođe, antagonistički efekat Cu na koncentraciju Zn u listovima, donekle je prevaziđen 
dodatkom Si kod vrste Erica andevalensis (Oliva et al. 2011). Uticaj Si na Cu-indukovani deficit Fe 
nije proučavan sve do istraživanja čiji su rezultati prikazani u ovoj disertaciji. Sa druge strane, 
ispitivana je uloga Si kod biljaka koje se primarno suočavaju sa stresom usled deficita mikroelemenata. 
U tom smislu najviše je proučavan mehanizam delovanja Si na prevazilaženje nedostatka Fe. Pokazano 
je da kod krastavca Si utiče na povećanje apoplastnog pula Fe i poboljšanje translokacije Fe od korena 
do listova zahvaljujući Si-posredovanoj stimulaciji biosinteze jedinjenja (organske kiseline i fenoli) 
koja heliraju Fe (Pavlovic et al. 2013). To je praćeno povećanom ekspresijom gena uključenih u 
usvajanje Fe. Slično, pokazano je da Si stimuliše formiranje apoplastnog pula Zn kao i efikasnu 
mobilizaciju i distribuciju Zn u uslovima nedostatka (Pascual et al. 2016). Primena Si ublažava 
simptome nedostatka Mn, iako nije uticala na ukupnu koncentraciju Mn u biljkama, već na 
preraspodelu u okviru biljnih tkiva (Kluthcouski and Nelson 1980; Jarvis and Jones 1987). 
Predhodna istraživanja su pokazala da je Si doprineo mobilizaciji i translokaciji Fe iz korena do 
listova u uslovima njegovog nedostatka putem Si-indukovane biosinteze helirajućih jedinjenja kao što 
je citrat (Pavlovic et al. 2013; Bityutskii et al. 2014). Analizom organskih kiselina u ovoj studiji 
dobjiena je značajno povećana koncentracija citrata kako u korenu tako i u ksilemskom soku kod 
+Cu+Si biljaka (Slika 4.28, 4.29). S obzirom da je citrat glavni helator gvožđa u ksilemu (von Wirén et 
al. 1999), može se zaključiti da je i u uslovima stresa viškom Cu, primena Si na isti način uticala na 
povećanje translokacije Fe do listova krastavca i povećala sadržaja Fe kod +Cu+Si tretiranih biljaka. 
Ovi podaci ukazuju i na postojanje univerzalnih mehanizama delovanja Si bez obzira na stresni faktor 
sa kojim se biljka primarno suočava. 
 
Uticaj Si na distribuciju metala u biljci kao i direktno vezivanje metala za Si su važni 
mehanizmi delovanja Si koji se smatraju odgovornim za povećanje tolerancije biljaka na prisustvo 
metala u višku (Liang et al. 2015). Ipak, postoji malo literaturnih podataka o lokalizaciji Si i metala u 
kombinovanim tretmanima biljaka koji bi bliže odredili ulogu Si u distribuciji metala na nivou ćelije. 
Pokazano je da Si zajedno sa Al formira hidroksialuminijum-silikate u korenu i tako smanjuje 
mobilnost apoplastnog Al u apikalnom regionu korena kukuruza (Wang et al. 2004b). Ranija 
istraživanja su ukazala da bi Si mogao povećati kapacitet ćelijkog zida za vezivanje metala i ovaj 
mehanizam je dugo smatran jedinim efektom koji ovaj element ima na biljke u stresu prisustva metala 
u višku (Horst et al. 1999). Ispitivanja u kulturi ćelija su pokazala da Si povećava vezivanje Cd za 
hemicelulozu u ćelijskom zidu čime se direktno smanjuje unos Cd unutar ćelije (Ma et al. 2015b). 
Tehnikom spektroskopije fotoelektrona dobijenih x-zracima (XPS) na poprečnim presecima korena 




vezan u ćelijskom zidu za pektinske komponente (poligalakaturonska kiselina), čak i do 60% ukupnog 
Cu u ćeliji (Nishizono et al. 1987; Iwasaki et al. 1990). To je u skladu sa rezultatima dobijenim u 
krastavcu, gde je analiza sadržaja metala u različitim frakcijama biljnog tkiva pokazala da je i kod 
netretiranih i kod biljaka tretiranih bakrom, najveći procenat Cu vezan za frakciju ćelijkog zida, kako u 
korenu tako i u listu (Slika 4.14). Akumulacija, depozicija i sekvestracija Cu u ćelijskom zidu 
predstavlja fizičku barijeru za migraciju Cu jona u unutrašnjost ćelije (Krzesłowska 2011). Primena Si 
je doprinela povećanju zastupljenosti Cu u frakciji ćelijskog zida u korenu, što je uticalo na 
procentualno smanjenje Cu u ostalim frakcijama unutar ćelije (Slika 4.14). Slični rezultati su 
zabeleženi i kod biljaka izloženih stresu Cd (Liang et al. 2005b; Vaculík et al. 2012). U stresu viškom 
Mn, uticaj Si na distribuciju Mn se smatra glavnim mehanizmom delovanja Si (Horst et al. 1999; 
Rogalla and Römheld 2002). U eksperimentima sa Mn i Si kod krastavca, pokazano je da povećanje 
sadržaja Mn u frakciji ćelijkog zida u listovima usled prisustva Si, utiče na smanjenje sadržaja ROS i 
nivoa stresa kod +Mn+Si tretiranih biljaka (Dragišić Maksimović et al. 2012). U skladu sa tim, 
povećano vezivanje Cu u ćelijskom zidu a smanjeno prisustvo unutar ćelije kod biljaka krastavca 
gajenih za Si, doprinelo je smanjenju nivoa oksidativnog stresa što je pokazano smanjenim nivoom 
lipidne peroksidacije kod +Cu+Si biljaka krastavca. 
U prethodnim istraživanjama koja se tiču uloge Si u stresu viškom Cu, pretpostavljeno je da Si 
ima uticaj na distribuciju ili biodostupnost Cu u listovima arabidopsisa tretiranog Cu (Li et al. 2008). 
Kompartmentaciona analiza je pokazala da je najveći procenat Cu u listu krastavca, vezan u ćelijkom 
zidu, međutim, kod Cu-tretiranih biljaka taj procenat je manji nego kod kontrolnih biljaka i nema 
značajne razlike između +Cu-Si i +Cu+Si tretmana. Značajnija razlika je dobijena u smanjenju 
prisustva Cu u solubilnoj (vodenoj) frakciji a povećanju u proteinskoj frakciji u listu kod +Cu+Si 
tretmana. Rezultati analize sadržaja Cu u različitim frakcijama ćelije usmerili su dalja istraživanja ka 
detaljnijoj analizi helirajućih jedinjenja koja su prisutna u vodenoj frakciji ali i proteina koji vezuju Cu 
i predstavljaju skladišta Cu jona.  
5.4 Uticaj Si na ekspresiju plastocijanina 
Polovina ukupnog bakra unutar biljne ćelije u fotosintetičkim tkivima je vezana za tri proteina, 
CSD1, CSD2 i plastocijanin (Shikanai et al. 2003; Abdel-Ghany 2009). Za razliku od prva dva, 
plastocijanin je esencijalan Cu-protein za biljke koji ima nezamenljivu ulogu u transferu elektrona u 
procesu fotosinteze. Regulacija Cu homeostaze putem miRNK prvenstveno ima za cilj da omogući 
prioritetno dostavljanje Cu plastocijaninu, naročito ukoliko je količina Cu u ćelijama ograničena. Za 
razliku od drugih Cu-proteina, ekspresija gena koji kodira PC nije regulisana pomoću miRNK, a takođe 
i ne zavisi od statusa Cu u ćeliji. Međutim, pokazano je da se količina proteina povećava sa 
povećanjem koncentracija Cu od suboptimalnih do optimalnih (Abdel-Ghany and Pilon 2008). 
Zanimljiv podatak je da čak i relativno mala količina funkcionalnog plastocijanina (holoplastocijanin) 
je dovoljna za maksimalan intenzitet fotosinteze (Abdel-Ghany and Pilon 2008). Stoga je zaključeno da 
se dodatna akumulacija plastocijanina zapravo dešava kao odgovor na prisustvo Cu. Dakle, jedan deo 
ukupnog PC ne učestvuje u fotosintezi već u održavanju homeostaze Cu kao skladište viška Cu jona 
(Yamasaki et al. 2007; Abdel-Ghany and Pilon 2008; Ravet and Pilon 2013).  
Nedavna istraživanja su pokazala da plastocijanin iz vrste Suaeda salsa (SsPETE2) može da 
veže slobodne Cu jone i na taj način smanjuje produkciju hidroksilnog radikala u in vitro uslovima 
(Zhou et al. 2018). Ova funkcija PC je potvrđena u eksperimentima heterologne ekspresije SsPETE2 u 




2018). Rezultati predstavljeni u ovoj disertaciji su pokazali da tretman povišenim koncentracijama 
bakra nije uslovio povećanje genske ekspresije PC gena što je u saglasnosti sa literaturnim podacima. 
Nasuprot, tretman bakrom je uticao na povećanje proteinskog nivoa plastocijanina i to u većoj meri kod 
+Cu+Si nego kod +Cu-Si biljaka (Slika 4.25). Ovi rezultati potvrđuju da se plastocijanin akumulira u 
uslovima viška bakra, kao što je pretpostavljeno u literaturi (Ravet and Pilon 2013). U ovom radu je po 
prvi put pokazano da primena Si doprinosi povećanoj akumulaciji PC koji skladišti višak Cu jona i na 
taj način smanjuje prisustvo slobodnih Cu jona u listovima krastavca, što za krajnji rezlutat ima 
smanjenje oksidativnog stresa kod +Cu+Si biljaka.  
5.5 Uticaj Si na antioksidativnu zaštitu 
Oksidativni stres se uvek javlja kao posledica prisustva bakra u višku. Kao Fentonov 
katalizator, Cu indukuje povećanje ROS-a koji dovode do mnogostrukih oštećenja ćelijskih 
konstituenata, inhibicije proteina, peroksidacije lipida i oštećenja DNK molekula. Intenzitet 
oksidativnog stresa u biljkama najčešće se prati detekcijom nivoa H2O2 i stepenom lipidne 
peroksidacije ćelijskih membrana izraženom kroz koncentraciju MDA. Povećanje nivoa H2O2 kao i 
lipidne peroksidacije je detektovano kod mnogih biljnih vrsta tretiranih viškom Cu (Zhang et al. 2008; 
Posmyk et al. 2009; Gajewska and Sklodowska 2010). U ovom istraživanju, povećanje lipidne 
peroksidacije je pokazano i u korenu i u listu krastavca već nakon jednog dana tretmana Cu, dok je u 
produženom tretmanom (5. dan) oksidativni stres još izraženiji (Slika 4.16). Biljke gajene sa Si su 
ispoljavale niži nivo stresa u obe vremenske tačke u poređenju sa tretiranim biljakama bez Si. To je u 
skladu sa rezultatima dobijenim kod drugih ispitivanih biljnih vrsta tretiranih Cu i Si (Kim et al. 2014; 
Ali et al. 2016). Takođe, smanjenje nivoa oksidativnog stresa usled primene Si zabeleženo je i kod 
drugih izvora stresa kao što su stres solima, UV radijacija, stres prouzrokovan niskim i visokim 
temperaturama, vodnim deficitom itd. (Liang et al. 2015). Ovakvi podaci ukazuju da kompleksno 
delovanje Si obuhvata i opšti mehanizam delovanja na smanjenje oksidativnog stresa kod biljaka, bez 
obzira na vrstu stresora. 
Sposobnost biljaka da kontrolišu oksidativni stres izazvan prisutvom metala u višku je u 
direktnoj korelaciji sa njihovom tolerancijom na stres. Različite komponente antioksidativne zaštite 
omogućavaju biljkama da se bore protiv povišenih koncentracija ROS. Produkcija ROS i 
antioksidativni odgovor zavise od biljne vrste, jačine i trajanja Cu stresa. Sa povećanjem  koncentracije 
Cu u medijumu povećava se generisanje ROS u biljkama i ovaj odnos je dozno zavisan. Sa druge 
strane, aktivnost antioksidativnih enzima može da prati povećanje stresa samo do određenog nivoa jer 
dugotrajno izlaganje toksičnom Cu dovodi do inhibicije nekih od antioksidativnih enzima kao 
posledica izrazitog oksidativnog stresa u biljkama (Chamseddine et al. 2009; Yruela 2009; Wang et al. 
2011). 
Antioksidativni enzimi kao što su SOD, APX i CAT katalizuju detoksifikaciju od ROS. SOD 
predstavlja prvu liniju odbrane od povećanog nivoa ROS (Gill and Tuteja 2010). Aktivnost SOD 
enzima direktno zavisi od intenziteta stresa (Kono and Fridovich 1982; Baum et al. 1983), i pokazano 
je da visok intenzitet stresa usled prisustva toksičnih metala (Cu, Zn, Cr) ne stimuliše nego često 
smanjuje aktivnost ovog enzima (Song et al. 2011; Wang et al. 2011; Zeng et al. 2011). Takav trend je 
primećen i kod krastavca pod uticajem različitih stresora (Choi et al. 2001; Zhu et al. 2004; Zhang et al. 
2015). Rezultati u ovoj studiji su pokazali da je aktivnost SOD snažno inhibirana prisutvom Cu u 
korenu krastavca što ukazuje na visok nivo stresa već prvog dana tretmana viškom Cu (Slika 4.17). 




prvom danu tretmana. Nakon pet dana tretmana, ukupna aktivnosti SOD je dodatno povećana kod 
+Cu+Si biljaka, dok kod +Cu-Si biljaka ni tada nije zabeleženo povećanje aktivnosti SOD. Ovi 
rezultati su u korelaciji sa nižim vrednostima lipidne peroksidacije kod +Cu+Si tretiranih biljaka koji 
odražavaju manji nivo oksidativnog stresa. Slično je zabeleženo i u listu, gde je viša aktivnost SOD kod 
+Cu+Si u odnosu na +Cu-Si biljke u saglasnosti sa sniženom koncentracijom MDA izmerenom u listu 
krastavca (Slika 4.16). Ispitivanje ukupne aktivnosti SOD u tretmanima Cu i Si do sada je publikovano 
jedino kod dve biljne vrste, arabidopsisa i pamuka, gde je, takođe, zabeleženo njeno povećanje usled 
prisustva Si (Khandekar and Leisner 2011; Ali et al. 2016). I u slučaju prisustva drugih stresora 
pokazano je da Si utiče na povećanje aktivnosti SOD u odnosu na tretirane biljke bez Si, međutim, te 
vrednosti često nisu bile više od vrednosti kontrolnih biljaka (Shi et al. 2005a; Gong et al. 2006; Song 
et al. 2009). 
Za regulaciju intraćelijkog nivoa H2O2 kod biljka odgovorno je više enzima pri čemu su CAT i 
APX u tom pogledu najvažnije (Noctor and Foyer 1998). CAT i APX se ne smatraju redundantnim 
enzimima pošto pripadaju različitim klasama enzima sakupljača H2O2 (Mittler 2002). APX za svoju 
aktivnost zahteva redukcioni ekvivalent (askorbat) i to je jedan od najzastupljenijih antioksidativnih 
enzima u biljnoj ćeliji sa mnogo većim afinitetom prema H2O2 nego CAT. S obzirom da CAT ima bržu 
kinetiku rekacije od APX (Wang et al. 1997), smatra se da  je ovaj enzim prvenstveno odgovoran za 
uklanjanje ROS tokom stresa, a da APX ima ulogu u finoj modulaciji nivoa ROS (Mittler 2002). 
APX je široko rasprostranjen enzim u biljnoj ćeliji, prisutan u citosolu, stromi, tilakoidima, 
mitohondrijama i peroksizomima (Jimenez et al. 1997; Sharma and Dubey 2004). Stres teškim 
metalima izaziva povećanje aktivnosti ovog enzima (Sharma et al. 2012). Pokazano je da višak Cu 
utiče na povećanje aktivnosti APX kod više biljnih vrsta uključujući krastavac (Azooz et al. 2012; 
Janicka-Russak et al. 2012; Ali et al. 2016). Aktivnosti APX u tretmanima Cu i Si je do sada ispitivana 
jedino kod biljaka pamuka tretiranih sa dve koncentracije Cu (25 i 50 µM). Viša aktivnost APX je 
dobijena kod +Cu+Si tretiranih biljka pamuka u odnosu na one bez Si bez obzira na dozu Cu, mada se 
sa povećanjem doze generalno smanjuje aktivnost APX (Ali et al. 2016). Slično tome, aktivnost APX u 
korenu krastavca nakon jednog dana tretmana je povećana jedino kod +Cu+Si biljaka, dok je petog 
dana aktivnost povećana kod obe grupe tretirane viškom Cu, pri čemu je kod +Cu+Si bila viša nego 
kod +Cu-Si tretmana (Slika 4.20). Dakle, primena Si uticala je na bržu aktivaciju APX u korenu i 
povećanje aktivnosti u produženom tretmanu. Nasuprot, u listu je visoka aktivnost APX detektovana 
već prvog dana kod tretmana +Cu-Si, dok je u produženom tretmanu aktivnost APX bila viša kod 
+Cu+Si tretiranih biljaka. Slično je pokazano u listu krastavca tretiranog NaCl gde je primena Si 
održala visoku aktivnost APX nakon 10d tretmana solima (Zhu et al. 2004). Ispitivanjem APX u stresu 
Mn kod krastavca je zaključeno da APX ima važnu ulogu kod krastavca, i da primena Si može da 
poveća efikasnost askorbat-glutation ciklusa i na taj način poveća toleranciju na oksidativni stres kod 
krastavca (Shi et al. 2005a). Ekspresija APX je u saglasnosti sa izmerenom aktivnošću ovog enzima 
(Slika 4.21). Analizom ekspresije APX kod različitih ekotipova metalofite Silene vulgaris pokazano je 
da se Cu-tolerantni ekotipovi nasuprot senzitivnim karakterišu konstitutivno visokom ekspresijom gena 
koji kodira APX (Baloun et al. 2014). Do sada nije ispitivana ekspresija gena koji kodira APX u 
istraživanjima koja se tiču silicijuma. Zaključno, biljke krastavca tretirane Si reaguju na Cu-stres slično 
Cu-tolerantnim genotipovima povećavajući aktivnost APX, ali i podižući nivo transkripcije gena, što je 
u ovom radu pokazano po prvi put. 
CAT je specifičan enzim koji uklanja H2O2 jer ne zahteva redukujući ekvivalent i ima najveću 
brzinu reakcije u poređenju sa drugim enzimima koji obavljaju istu funkciju. Različiti stresni faktori 
uzrokuju povećanje ili smanjenje aktivnosti CAT što zavisi od intenziteta, trajanja i tipa stresa (Sharma 




mogu da inhibiraju aktivnost ovog enzima (Kono and Fridovich 1982). Smanjenje aktivnosti CAT 
ograničava toleranciju biljaka na stres, dok se povećanje aktivnosti CAT smatra adaptivnom osobinom 
koja omogućava biljkama da smanje oštećenja ćelijskih struktura (Karuppanapandian et al. 2011). 
Ispitivanje uticaja viška Cu na aktivnost CAT u mnogim studijama je pokazalo smanjenje aktivnosti 
ovog enzima, naročito usled produženog tretmana visokim koncentracijama Cu (Wang et al. 2004a; 
Srivastava et al. 2006; Chamseddine et al. 2009; Posmyk et al. 2009). Pokazno je da sa rastućim 
supraoptimalnim koncentracijama Cu u medijumu, aktivnost CAT proporcionalno opada (Drążkiewicz 
et al. 2004).  
U eksperimentima prikazanim u ovom radu povišena aktivnost CAT je detektovana već u 
prvom danu u listu krastavca pri čemu je bila viša kod +Cu-Si nego kod +Cu+Si biljka, što je u skladu i 
sa nivoom ekspresije CAT gena (Slika 4.22). Međutim, u petom danu aktivnost CAT pada u odnosu na 
vrednosti izmerene prvog dana, a takođe, i u poređenju sa kontrolom, ukazujući na inhibiciju ovog 
enzima usled prisustva intenzivnog stresa. Nasuprot tome, biljke gajene sa Si karakteriše povišena 
aktivnost CAT, naročito u produženom tretmanu Cu (5. dan), što je u saglasnosti sa povišenim nivoom 
transkripcije CAT gena. Dakle, Si je sprečio inhibiciju aktivnosti katalaze. Slično povećanje aktivnosti 
CAT pod uticajem Si zapaženo je kod biljaka izloženih toksičnim koncentracijama Mn i Cd, pri čemu 
su biljke bez Si imale značajno nižu aktivnost ovog enzima (Shi et al. 2005a; Song et al. 2009). 
Održavanje aktivnosti CAT na visokom nivou se smatra odgovornim za povećanu toleranciju na stres 
usled prisustva Cu kod nekih vrsta (Wang et al. 2011), nasuprot vrstama kod kojih je nađeno da 
smanjena aktivnost CAT korelira sa smanjenom tolerantnosti na Cu u višku (Drążkiewicz et al. 2004; 
Gallego et al. 1996; Posmyk et al. 2009). Dakle, biljke krastavca gajene sa Si se odlikuju visokom 
aktivnosti CAT u listu, što je omogućilo povećanje tolerancije na prisustvu Cu u višku. 
Zajednička karkteristika vrsta/genotipova tolerantnijih na oksidativni stres uzrokovan teškim 
metalima u višku jeste povišeni nivo antioksidativne zaštite, što predstavlja adaptivni mehanizam 
odbrane od stresa (Sreenivasulu et al. 2001). Rezultati dobijeni u ovoj studiji na krastavcu ukazuju da je 
primena Si omogućila efikasnu antioksidativnu odbranu od toksičnosti Cu na način koji je 
karakterističan za tolerantne genotipove. Povećana ekspresija gena praćena povećanjem aktivnosti 
antioksidativnih enzima SOD, APX i CAT, jedan je od ključnih mehanizama korisnog efekta Si na 
biljke krastavca tretirane Cu, što je rezultovalo direktnim smanjenjem nivoa oksidativnog stresa. Podaci 
iz literature potkrepljuju ove tvrdnje i ukazuju da je stimulativni uticaj Si na antioksidativnu odbranu 
biljaka univerzalni mehanizam za prevazilaženje stresa izazvanog prisustvom metala u višku (Liang et 
al. 2015). 
5.6 Uticaj Si na ekspresiju Cu/Zn SOD izoformi i post-transkripcionog 
regulatora miR398 
Cu/Zn SOD se smatraju najvažnijim izoenzimima SOD, koji imaju centralnu ulogu u odgovoru 
biljaka na stres (Alscher et al. 2002). Citosolna izoforma CSD1 i plastidna CSD2 predstavljaju ključne 
izoforme Cu/Zn SOD u biljnim tkivima (Abdel-Ghany and Pilon 2008). Istraživanja su pokazala da 
CSD1 i CSD2 u uslovima stresa ne odgovaraju na isti način. CSD1 je osetljivija na inhibiciju 
peroksidom nego CSD2 (Baum et al. 1983; Kwiatowski and Kaniuga 1986; Alscher et al. 2002). 
Utvrđeno je da ekspresija CSD1 izoforme odražava generalni odgovor biljaka na stres (Kliebenstein et 




u korenu kod +Cu-Si biljaka krastavca, reflektujući ukupnu izmerenu aktivnost SOD enzima (Slika 
4.23). Nasuprot, primena Si je dovela je do povećanja količine CSD1 u korenu, naročito 5. dana 
tretmana, a što je u saglasnosti sa ukupnom izmerenom aktivnošću SOD enzima. Povećanje količine 
CSD1 koje je u korelaciji sa povećanom aktivnosti ove izoforme je pokazano kod genotipova 
tolerantnih na oksidativni stres nasuprot senzitivnim (Sreenivasulu et al. 2001). Stoga se može izvesti 
zaključak da je stimulacija produkcije CSD1 važna komponenta Si-posredovanog mehanizma 
tolerancije biljaka i ublažavanja stresa usled prisustva visoke koncentracije Cu u korenu. U listu 
tretiranih biljaka gajenih bez Si, nakon inicijalnog povećanja u prvom danu, količina CSD1 je smanjena 
5. dana tretmana što je rezultovalo povećanim nivoom oksidativnog stresa (Slika 4.24). CSD1 je 
snažno indukovana prvog dana kod +Cu+Si biljaka dok petog dana nije zabeleženo dodatno povećanje 
što je u saglasnosti sa nepromenjenim nivoom stresa u listu.   
Iako je količina izoforme CSD2 bila povećana kod +Cu-Si biljaka (Slika 4.23, 4.24), ovo 
povećanje nije bilo dovoljno za odbranu od oksidativnog stresa niti je doprinelo ukupnoj aktivnosti 
SOD. Smatra se da overekspresija CSD2 nema odlučujuću ulogu u zaštiti od delovanja stresnih faktora, 
niti može značajno da poboljša odgovor na stres na nivou cele biljke (Pilon et al. 2011). Pokazano je da 
različiti stresni faktori (promena intenziteta svetlosti, UV radijacija, stres ozonom) ne utiču na nivo 
proteina kao i aktivnost CSD2, ali povećavaju nivo transkripata (Kliebenstein et al. 1998). Međutim, 
stres viškom Cu dovodi do povećanja CSD2 i na transkripcionom i na proteinskom nivou (Sagasti et al. 
2014). U istraživanjima na kvascu, pokazano je da Cu/Zn SOD pored uloge u uklanjanju ROS imaju i 
dodatnu ulogu, a to je detoksifikacija od viška Cu (Culotta et al. 1995). Smatra se da i u biljkama, 
CSD2 može da skladišti višak Cu i na taj način sprečava direktna oštećenja usled visoke reaktivnosti 
Cu jona (Cohu et al. 2009). To potvrđuju istraživanja gde je pokazano da CSD2 nije ključna 
komponenta antioksidativne zaštite u hloroplastima (Cohu et al. 2009), kao i da je CSD2 nađena i u 
stromi i u tilakoidima kod nekih vrsta (Sagasti et al. 2014). Pored toga, CCS, šaperon koji dostavlja Cu 
do CSD2, nije na isti način regulisan u uslovima viška Cu, kao i da CSD2 može biti aktivirana 
nezavisno od prisustva CCS (Cohu et al. 2009; Huang et al. 2012; Sagasti et al. 2014). Akumulacija 
CSD2 izoforme u korenu već nakon jednog dana tretman +Cu+Si ukazuje da su biljke gajene sa Si brzo 
odgovorile na povećano prisustvo Cu što je doprinelu uklanjanju slobodnih Cu jona a krajnji rezultat je 
smanjen nivo oksidativnog stresa (Slika 4.23). U petom danu u korenu obe grupe biljaka, CSD2 je 
visoko zastupljena. U listu je CSD2 bila povišena kod obe grupe biljaka ali nije bila od značaja kod 
biljaka sa silicijumom verovatno usled aktiviranja drugih mehanizama zaštite, pre svega plastocijanina 
koji se nalazi u istom kompartmanu. 
S obzirom na potencijalno važnu ulogu CSD2 u detoksifikaciji Cu, ova izoforma je analizirana i 
na transkripcionom nivou. Nivo ekspresije CSD2 je regulisan različitim stresnim faktorima iako, kako 
je već navedeno, količina proteina ne mora da korelira sa genskom ekspresijom (Kliebenstein et al. 
1998). U ovoj studiji je pokazano da tretman Cu indukuje ekspresiju gena CSD2 u korenu prvog dana 
ali da nema razlike između tretmana, dok je petog dana ekspresija ovog gena znatno viša kod +Cu+Si u 
odnosu na +Cu-Si biljke (Slika 4.18). To nije u potpunosti u saglasnosti sa rezultatima dobijenim na 
proteinskom nivou (Slika 4.23). Kliebenstein et al. (1998), su sugerisali da različiti nivoi regulacije 
genske ekspresije su odgovorni za ovaj fenomen. Post-transkripciona regulacija putem miRNK je 
karakteristična za Cu-proteine. miR398 je regulisna nivoom Cu a targetuje Cu/Zn SOD izoforme kao i 
Cu-šaperon CCS i predstavlja glavni modulator homeostaze Cu (Ding and Zhu 2009). Nivo ekspresije 
miR398 u korenu je snižen kod biljaka tretiranih Cu, pri čemu je niži kod +Cu+Si nego kod +Cu-Si oba 
analizirana dana (Slika 4.19). Smanjen nivo transkripata miR398 je u saglasnosti sa povišenom 
ekspresijom CSD2 target gena kod +Cu+Si biljaka, dok je u poređenju sa njima, ekspresija miR398 
viša a CSD2 niža kod +Cu-Si biljaka. Suprotni rezultati su dobijeni u listu biljaka. Viši nivo miR398 




Takođe, taj rezultat odgovara proteinskom nivou CSD2 u listu. Dakle, kod tretmana kod kojih je bio 
izraženiji oksidativni stres u listu krastavca a to je tretman +Cu-Si, ekspresija CSD2 je viša a miR398 
niža u odnosu na tretman koji je izazvao manji oksidativni stres (+Cu+Si) što je u skladu sa literaturnim 
podacima. Naime, istraživanja kod vinove loze i topole tretirane rastućim koncentracijama Cu, su 
pokazala da je kod većih primenjenih doza, CSD2 više eksprimirana u listu, dok ekspresija miR398 
opada, prateći takav trend (Lu et al. 2011; Leng et al. 2017). U ovom radu, po prvi put su sprovedena 
istraživanja koja obuhvataju i paralelno prate ekspresiju gena i proteina i njihove aktivnosti, kao i 
regulaciju ekspresije ovih gena putem miRNK u uslovima stresa viškom Cu, i u kontekstu delovanja 
silicijuma. Jedini literaturni podaci odnose se na arabidopsis gde je dobijena povišena ekspresija obe 
izoforme CSD1 i CSD2, i to viša kod +Cu+Si u odnosu na +Cu-Si, što je bilo u saglasnosti sa 
izmerenom ukupnom aktivnošću SOD enzima u listovima nakon tri dana tretmana (Khandekar and 
Leisner 2011). Treba naglasiti da u listovma arabiopsisa nije bilo razlike u koncentraciji Cu između 
+Cu-Si i +Cu+Si biljaka kao i da u radu nije prikazan nikakav indikator oksidativnog stresa (Li et al. 
2008; Khandekar and Leisner 2011). 
5.7 Uticaj Si na sadržaj i distribuciju jedinjenja koja heliraju Cu u 
biljnim tkivima 
Teoretski, unutar ćelije ne sme postojati niti jedan slobodan Cu jon, jer može lako dovesti do 
oksidativnog stresa i oštećenja biološki važnih makromolekula (Rae et al. 1999). Stoga, različiti 
organski molekuli - ligandi i helatori bakra su uključeni u održavanje homeostaze i detoksifikaciju od 
bakra prisutnog u višku. Među najznačajnijim su tiolni ligandi (S-ligandi), kao što su metalotioneini, 
fitohelatini i glutation ili tzv. netiolni ligandi kao što su organske kiseline (O-ligandi), N-ligandi kakav 
je histidin ili neproteinogena aminokiselina nikocijanamin (Callahan et al. 2006; Leitenmaier and 
Küpper 2013; Anjum et al. 2015; Andresen et al. 2018). Cu-ligand specijacija je veoma dinamična u 
biljkama. Koji tip ligand ce biti dominantan, zavisi od činjenice da li je u pitanju hiperakumulirajuća, 
tolerantna, ili vrsta osetljiva na prisustvo viška Cu. Treba naglasiti da varijacije u prisustvu specifičnih 
Cu-liganada postoje i između biljnih organa, na nivou tkiva i zavise od doze primenjenog Cu kao i 
dužine trajanja tretmana (Shi et al. 2008; Mijovilovich et al. 2009; Kopittke et al. 2011; Collin et al. 
2014; Zhao et al. 2018; Ogunkunle et al. 2019). Tehnikama spektroskopije pomoću x-zraka jedino je 
moguće dobiti informaciju o specijaciji i prostornoj distribuciji Cu, odnosno vrsti liganada za koje je on 
vezan u različitim biljnim tkivima i organima (Lombi et al. 2011; Donner et al. 2012). Međutim, ni 
ovim metodama nije moguće identifikovati ligande Cu u određenim tipovima ćelija i subćelijskim 
kompartmanima (Haydon and Cobbett 2007). 
Bakar ima visok afinitet prema tiolnoj grupi stoga su metalotioneini među najvažnijim 
ligandima bakra u biljkama (Mijovilovich et al. 2009; Kopittke et al. 2011). Ekspresija gena koji 
kodiraju MT se povećava u uslovima Cu stresa (Zhou and Goldsbrough 1994; Murphy and Taiz 1995; 
Guo et al. 2003; Nikolić et al. 2010). Kod arabidopsisa, MT3 je najviše eksprimiran u mezofilnim 
ćelijama listova i apikalnim delovima korena, mestima akumulacije viška Cu, i indukovan je 
tretmanom Cu (Guo et al. 2003). U korenu krastavca ekspresija MT3 je izrazito povećana izlaganjem 
stresu Cu pri čemu je nivo ekspresije viši kod +Cu-Si nego kod +Cu+Si biljaka oba analizirana dana 
(Slika 4.26). Istraživanja su pokazala da ekspresija MT3 raste sa povećanjem doze Cu u hranljivom 
medijumu (Roosens et al. 2004; Nikolić et al. 2010), međutim, vremenski profil ekspresije može da se 
razlikuje u zavisnosti od dužine trajanja tretmana (Navarrete et al. 2019).U korenu krastavca prikazana 




korenu reflektuje količinu Cu koja je manja kod +Cu+Si nego kod +Cu-Si biljaka. Izrazito povećana 
ekspresija MT3 u korenu, više od 1000 puta, znatno prevazilazi nivo ekspresije bilo kog drugog 
analiziranog gena u ovoj studiji, stoga ukazuje da su najverovatnije metalotioneini odigrali presudnu 
ulogu u detoksifikaciji viška Cu u korenu krastavca. Ukoliko se pretpostavi da bi proteinski nivo 
odražavao ovako visok nivo genske ekspresije, onda su prikazani rezultati u saglasnosti sa povećanim 
prisustvom Cu u proteinskoj frakciji u korenu kod +Cu-Si nasuprot +Cu+Si biljkama (Slika 4.14). 
Međutim, pokazano je da Si doprinosi vezivanju Cu za S-ligande u listu bambusa (Collin et al. 2014). 
U listu krastavca je dobijen znatno niži nivo ekspresije MT3 nego u korenu, što je u skladu sa nižom 
koncentracijom Cu izmerenom u ovom biljnom organu. Međutim, petog dana tretmana u listovima 
krastavca, +Cu+Si biljke su imale viši nivo ekspresije MT3 od +Cu-Si biljaka. Slični rezultati su 
zabeleženi i u listovima arabidopsisa tretiranog Cu i Si; ekspresija MT2a i MT2b je viša kod +Cu+Si 
nego kod +Cu-Si biljaka (Khandekar and Leisner 2011). Iako kod arabidopsisa nije bilo razlike u 
koncentraciji Cu između tretiranih grupa biljaka, zaključeno je da se koristan efekat Si ogleda u 
indukciji MT koji mogu da uklanjaju solubilni Cu (Li et al. 2008; Khandekar and Leisner 2011). Profil 
ekspresije MT3 kod krastavca ne prati koncentraciju Cu u listovima, međutim u saglasnosti je sa 
procentualnom zastupljenošću Cu u proteinskoj frakciji koja je veća kod +Cu+Si nego kod +Cu-Si 
biljaka (Slika 4.14). Detoksifikacija Cu vezivanjem za MT u listu može biti deo mehanizma korisnog 
efekta Si, zajedno sa povećanjem koncentracije ostalih helirajućih jedinjenja prikazanih u ovoj studiji. 
Za razliku od MT koji vrše detoksifikaciju metala u citoplazmi, fitohelatini transportuju metale 
u vakuole u formi kompleksa. Povišena ekspresija PCS značajno doprinosi toleranciji na prisustvo Cd i 
As (Gasic and Korban 2007; Brunetti et al. 2011; Zanella et al. 2016), dok uloga PC u detoksifikaciji 
Cu nije pokazana kod svih biljnih vrsta (De Vos et al. 1992; Leopold et al. 1999; Lee and Kang 2005; 
Flores-Cáceres et al. 2015). Tranzijentno povećanje PC tokom trajanja stresa ukazuje na postojanje 
komplementarnih mehanizama koji koordinisano regulišu odgovor na višak Cu (Navarrete et al. 2019). 
Rezultati kod krastavca ukazuju da je indukcija ekspresije PCS od značaja na samom početku tretmana 
(Slika 4.27), dok sa povećanjem akumulacije Cu, drugi helatori (MT, OK, NA, His) preuzimaju 
dominantu ulogu u detoksifikaciji Cu. Kod drugih vrsta je, takođe, pokazano da se ekspresija PCS i 
akumulacija PC menjaju tokom trajanja tretmana Cu i da to nije proporcionalno primenjenoj dozi, kao i 
da nije u skladu sa intracelularnom koncentracijom Cu (Gonzalez-Mendoza et al. 2007; Zlobin et al. 
2015; Navarrete et al. 2019). Odsustvo drugih odbrambenih mehanizama može biti od značaja za 
aktivaciju PCS (Guo et al. 2008). Pored toga, akumulacija PC zavisi od dostignutog praga toksičnosti 
pa se PC ne uključuju u sekvestraciju Cu u uslovima subtoksičnih koncentracija (De Vos et al. 1992; 
Rijstenbil et al. 1998; Rijstenbil and Gerringa 2002). Istraživanja koja se tiču uticaja Si na ekspresiju 
PCS su malobrojna. U listu arabidopsisa, nakon tri dana tretmana je dobijena povišena ekspresija PCS, 
međutim, bez razlike između +Cu-Si i +Cu+Si biljaka. Takođe, kod lucerke tretirane Cd i Si nije bilo 
razlike u nivou PCS između kontrolnih i tretiranih biljaka u korenu nakon 7 dana tretmana (Kabir et al. 
2016). Iz predhodno navedenih rezultata može se zaključiti da Si nema značajnijeg uticaja na PCS s 
obzirom da to i nije jedan od presudnih mehanizama kojima se biljke bore protiv toksičnosti Cu. 
Kompleksacija teških metala organskim kiselinama ima važnu, po mišljenju mnogih autora i 
ključnu ulogu u transportu, skladištenju i detoksifikaciji metala (Ryan and Walker-Simmons 1983; 
Rauser 1999; Callahan et al. 2006; Haydon and Cobbett 2007). Organske kiseline su od presudnog 
značaja za sekvestraciju metala (Cd, Zn i Ni) u vakuolama kod biljaka hiperakumulatora (Krämer et al. 
2000; Küpper et al. 2004). Takođe, X-zračna apsorpciona spektroskopija (XAS) je pokazala da je Cu, 
kod hiperakumulatora Crassula helmsii, gotovo isključivo vezan za O-ligande, implicirajući na 




Rezultati predstavljeni u ovoj disertaciji su pokazali da, pored povećanog vezivanja Cu za 
ćelijski zid (Slika 4.14, 4.15), jedna od najizraženijih razlika u korenu između +Cu-Si i +Cu+Si biljaka 
krastavca je u akumulaciji citrata i to naročito nakon pet dana tretmana (Slika 4.28). Kompleksi Cu sa 
citratom su detektovani u korenu krastavca XAS metodom i to je dominantan mehanizam 
detoksifikacije u vršnim regionima korena dok idući ka drugim zonama, Cu je uglavnom vezan za 
ćelijski zid (Song et al. 2013). Povećanje koncentracije citrata u korenu smatra se odgovornim za 
toleranciju viška Cu kod Cu-tolerantnih vrsta/genotipova (Kishinami and Widholm 1987; Murphy et al. 
1999). Stimulisanje akumulacije citrata usled prisustva Si, ukazuje da je to mehanizam kojim je Si 
doprineo povećanju tolerancije na višak Cu jona. Takođe, i u ksilemu je izmerena značajno veća 
akumulacija citrata kod +Cu+Si biljaka (Slika 4.29). Pored toga što vezuje Cu, citrat je, takođe, i 
najznačajniji ligand za transport Fe u ksilemu (von Wirén et al. 1999). Manje izražen deficit Fe uočen 
kod +Cu+Si biljaka može biti i usled povećane translokacije Fe, što je dokazan mehanizam delovanja 
Si kod biljaka koje se primarno suočavaju sa nedostatkom Fe (Bityutskii et al. 2014). Ovi podaci 
ukazuju da helirajuća jedinjenja poput citrata imaju ključnu ulogu u Si-stimulisanoj remobilizaciji 
metala u uslovima deficita ali i u sekvestraciji metala u uslovima toksičnosti. Petog dana tretmana 
izmerena je i povećana koncentracija malata kod +Cu+Si biljaka (Slika 4.28). U korenu bambusa 
pokazano je da je veliki procenat Cu vezan za malat ali nije nađena znaćajna razlika između +Cu-Si i 
+Cu+Si tretiranih biljaka (Collin et al. 2014). Pored akumulacije citrata i malata u korenu, Si je 
značajno doprineo i akumulaciji akonitata u listu kod +Cu+Si biljaka krastavca (Slika 4.30). Zapravo, 
molarni odnos Cu:akonitat kod +Cu+Si prevazilazi vrednosti kontrolnih biljaka, što ukazuje da je ova 
kiselina bila u značajnom višku u odnosu na koncentraciju Cu u listu (Tabela 4.3). Povećana 
kompleksacija Cu organskim kiselinama stimulisana prisustvom Si, smatra se jednim od glavnih 
mehanizama korisnog efekta Si kod pšenice tretirane Cu (Keller et al. 2015). Isti autori su naročito 
istakli potencijalno vezivanje Cu za akonitat u listu usled prisustva Si, na šta ukazuju i ovde 
predstavljeni rezultati. Povećanje akumulacije akonitata u listovima krastavca (Slika 4.30) i pšenice 
(Keller et al. 2015) ukazuje da to može biti univerzalan mehanizam delovanja Si na nivou lista kod 
biljaka tretiranim bakrom. 
Akumulacija slobodnih aminokiselina smatra se aktivnim odgovorom biljaka na stres izazvan 
teškim metalima (Sharma and Dietz 2006). Istraživanja na ksilemskom soku su pokazala da među 
ispitivanim aminokiselinama, NA i His se najviše akumuliraju usled stresa viškom Cu (Liao et al. 
2000; Irtelli et al. 2008). NA i His imaju visoke konstante vezivanja za Cu, više nego za druge metale 
(May et al. 1977; Beneš et al. 1983). NA ima jedinstvenu ulogu u homeostazi Cu i za razliku od drugih 
metala, neophodan je za transport Cu i ksilemom i floemom (Pich et al. 1994; Takahashi et al. 2003). 
Međutim, NA ima i značajnu ulogu u stresu teškim metalima. Pich and Scholz (1996) su zaključili da 
je povećanje koncentracije NA u listovima paradajza tretiranog Cu, neophodno za zaštitu od 
fitotoksičnosti Cu. Takođe, isti autori su označili His kao potencijalni kompetitivni ligand za Cu i u 
ksilemu i u floemu. Vezivanje metala za jake ligande, kakav je NA, smatra se glavnom strategijom za 
detoksifikaciju metala kod netolerantnih biljaka (Mijovilovich et al. 2009; Leitenmaier and Küpper 
2013). Povećanje koncentracije NA je u korelaciji sa povećanom tolerancijom na Ni (Pianelli et al. 
2005), Zn (Weber et al. 2004), Fe (Pich et al. 2001). S druge strane, poznato je da se hipertolerancija i 
hiparkumulacija kod nekih vrsta hiperakumulatora metala zasniva isključivo na His (Krämer et al. 
1996; Ingle et al. 2005). Kod vrste Brassica carinata tretman viškom Cu je najviše indukovao 
povećanje His, dok je NA aminokiselina sa najvećom apsolutnom koncentracijom zabeležena u 
ksilemskom soku (Irtelli et al. 2008). U istom radu je, takođe, pokazano da se NA indukuje deficitom 
Cu a ne tretmanom povećanim koncentracijama Cu, dok se His povećava sa povećanjem koncentracije 
Cu u hranljivom medijumu. Autori su ove rezultate pripisali species-specifičnom ali i stres-specifičnom 




Heliranjem Cu jona pomoću NA i His kontroliše se koncentracija slobodnih Cu jona što je 
efikasan mehanizam tolerancije na prisustvo viška metala (Anjum et al. 2015). U listu krastavca 
izmerena je povećana koncentracija NA i His usled tretmana Cu (Slika 4.31). Međutim, primena Si je 
doprinela još većoj akumulaciji NA i His, dok su molarni odnosi NA:Cu i His:Cu kod +Cu+Si tretmana 
premašili vrednosti kontrolnih biljaka, što ukazuje da su ove dve aminokiseline bile u značajnom višku 
u odnosu na, takođe, povećanu koncentraciju Cu (Tabela 4.4). Ovakvo povećanje koncentracije NA i 
His, indukovano dodavanjem Si je moglo biti najvažniji mehanizam za uklanjanje viška Cu jona u 
listovima kod +Cu+Si biljaka a krajnji efekat je smanjenje oksidativnog stresa i povećanje biomase 
biljaka. Cu-NA i Cu-His kompleksi u uslovima stresa su detektovani kod više biljnih vrsta 
(Mijovilovich et al. 2009; Collin et al. 2014; Hazama et al. 2015). Iz svega navedenog, može se 
zaključiti da je stimulacija sinteze helatora u cilju povećanja tolerancije na prisustvo Cu u višku. 
osnovni mehanizam korisnog delovanja Si u listu krastavca.  
Istraživanja uticaja Si na produkciju helirajućih aminokiselina su malobrojna. Kod bambusa 
tretiranog Cu i Si pokazano je da su amino grupe uključene u kompleksaciju Cu, i takođe je 
detektovano povećanje akumulacije His u korenu kod +Cu+Si tretiranih biljaka bambusa (Collin et al. 
2014). U listu pšenice tretirane NaCl, Si je povećao ukupnu koncentraciju slobodnih aminokiselina a 
među njima detaljnijom analizom je pokazano povećanje koncentracije prolina (Hajiboland et al. 
2016). Takođe, Si utiče na sintezu NA u uslovima deficita hraniva (Pavlovic et al. 2016). NA je 
neophodan za metabolizam i drugih metala, naročito za njihov transport floemom (Takahashi et al. 
2003). U ovoj studiji je pokazano da se listovi krastavca pored visoke akumulacije Cu, karakterišu 
smanjenim sadržajem drugih esencijalnih elmenata: Fe, Zn i Mn (Tabela 4.1). Mnogobrojne studije su 
se bavile ulogom NA u homeostazi Fe, u kojima je pokazano da nedostatak Fe ne indukuje povećanje 
ekspresije NAS niti akumulaciju NA kod ispitivanih vrsta dikotila (Higuchi et al. 1995, 1996; Pich et al. 
2001). Međutim, dodavanje Si je uticalo na stimulaciju sinteze NA u uslovima deficita Fe kod 
krastavca, što je omogućilo remobilizaciju Fe iz starijih u mlađe listove (Pavlovic et al. 2016). Dakle, 
povećanje NA predstavljeno u ovoj disertaciji, ne samo da je moglo uticati na smanjenje toksičnosti 
Cu, nego i na povećanje remobilizacije drugih esencijalnih metala i njihovu bolju distribuciju u 
tkivima, što je u skladu sa povećanim sadržajem Fe, Zn i Mn u listovima kod +Cu+Si biljaka u odnosu 
na +Cu-Si (Tabela 4.1). 
Najvažniji enzim u biosintezi NA je NAS. Transformacija NAS genima ima značajan 
biofortifikacioni potencijal ali i potencijal za bioremedijaciju. Pokazano je da overekspresija OsNAS3 
kod pirinča rezultuje povećanjem tolerancije na deficit Fe i Zn, kao i povećanjem sadržaja Fe, Zn i Cu 
u semenima ali i većom tolerancijom na metale kao što su Cu, Zn i Ni prisutne u višku (Lee et al. 
2009). Pored toga, mutanti nas3 su osetljiviji na stres viškom Cu, Zn ili Ni (Lee et al. 2009). U ovoj 
disertaciji, ekspresija NAS1 je u skladu sa izmerenom količinom NA u listovima krastavca kod 
različitih tretmana (Slika 4.32). To je u saglasnosti sa rezultatima dobijenim u pomenutoj studiji sa 
deficitom Fe, gde je pokazano da ekspresija NAS1 u potpunosti prati količinu NA izmerenu u starijim i 
u mlađim, potpuno razvijenim listovima krastavca (Pavlovic et al. 2016). Ovi rezultati potvrđuju da Si 
ima ulogu u indukciji ekspresije NAS1 i povećanju biosinteze NA kod krastavca što ukazuje ili da je to 
odgovor specifičan za vrstu, kao što je prethodno predloženo u radu Irtelli et al. (2008) ili da 
predstavlja specifičan mehanizam delovanja silicijuma kojim se omogućava povećana tolerancija na 
metale prisutne u višku kao i redistribucija metala u deficitu. Dalja istraživanja u drugim biljnim 
vrstama će doprineti razjašnjenju ovog fenomena. 
Opšta uloga YSL transportera je u transportu kompleksa NA-metal iz vaskulature u tkiva koja 
se tek razvijaju, remobilizaciji metala iz senescentnih tkiva kao i snabdevanje semena esencijalnim 




listovima krastavca je u saglasnosti sa ekspresijom NAS1 i količinom NA u listovima (Slika 4.32). YSL 
transporteri nisu mnogo ispitivani u kontekstu homeostaze Cu za razliku od studija koje su se bavile 
gvožđem. Dvostruki mutant arsbidopsisa ysl1ysl3 pokazuje promene u homeostazi metala uključujući 
Cu, u vidu poremećaja u distribuciji Cu u listovima, remobilizaciji Cu i Zn tokom senescencije, kao i 
smanjenoj količini Cu, Fe i Zn u semenima (Waters et al. 2006). Iako AtYSL1 i AtYSL3 u listovima 
učestvuju u pravilnoj distribuciji metala pokazano je da oni ipak nisu funkcionalno redundantni (Chu et 
al. 2010). Kod krastavca izloženog deficitu Fe, pokazano je da veći značaj za redistribuciju Fe iz 
starijih u mlađe listove pod uticajem Si ima YSL1 dok je YSL3 bio povećan samo u pojedinim 
listovima usled tretmana Si (Pavlovic et al. 2016). Moguće je da YSL3 ima veći značaj u transportu 
NA-Cu nego NA-Fe kompleksa. U prilog tome idu i rezultati istraživanja gde je pokazano da YSL3 
obavlja ključnu ulogu u akumulaciji Cu u nadzemnom delu, odnosno translokaciji Cu od korena do 
listova i da stoga učestvuje u uspostavljanju tolerancije na višak Cu (Chen et al. 2011). Koja je tačna 
uloga ovog transportera u homeostazi Cu u listovima za sada nije poznato ali bi mogao biti odgovoran 
za transport NA-Cu kompleksa u određene tipove ćelija u cilju skladištenja viška Cu jona. U uslovima 
viška Fe, pokazano je da NA učestvuje u sekvestraciji Fe, tako što se NA-Fe kompleksi skladište u 
vakuoli ćelija mezofila (Pich et al. 2001). S obzirom da je NA-Cu kompleks stabilan u vrlo visokom 
rasponu pH (3.0-7.5) (Rellán-Álvarez et al. 2008), pored toga što je detektovan i u ksilemu i floemu, 
može biti stabilan i prisutan i u različitim subćelijskim sredinama (t.j. vakuoli i u citosolu). 
5.8 Uloga Si kod kontrolnih biljaka i primena Si u poljoprivredi 
Većina studija koje su se bavile ispitivanjem uloge silicijuma u stresu, nisu zabeležile značajne 
razlike kod biljaka koje nisu bile izložene stresnim faktorima. Primena Si u optimalnim, fiziološkim 
uslovima, pokazuje minimalan efekat na rastenje, funkciju i metaboličku aktivnost biljaka (Coskun et 
al. 2019). Drastične razlike nije ni moguće uočiti ukoliko su biljke gajene u kontrolisanim uslovima u 
zemljištu ili hidroponičnoj kulturi, gde je Si prisutan čak i u visoko prečišćenoj vodi (Epstein 1994). 
Analizom transkriptoma je pokazano da Si utiče na ograničen broj gena kod nekoliko ispitivanih vrsta 
gajenih u optimalnim uslovima (Watanabe et al. 2004; Fauteux et al. 2006; Brunings et al. 2009; 
Rasoolizadeh et al. 2018). Sporadično, literaturni podaci ukazuju na efekat Si kod biljaka gajenih u 
kontrolnim uslovima. U ovoj disertaciji primena Si kod kontrolnih biljaka je pokazala promene na 
malom broju ukupno ispitivanih parametara. Smanjenje koncentracije MDA u korenu, kao i smanjenje 
aktivnosti APX u korenu i listu su zabeleženi kod K+Si biljaka u odnosu na K-Si biljke (Slika 4.20). U 
drugoj studiji, takođe na krastavcu, pokazano je da je Si uticao na smanjenje parametra oksidativnog 
stresa, sadržaja H2O2, iako nisu zabeležene promene u aktivnosti ispitivanih antoksidativnih enzima 
(Zhu et al. 2004). Povećanje ekspresije COPT1 transportera u korenu je takođe dobijeno, premda nije 
uočena razlika u koncentraciji Cu između K+Si i K-Si biljaka. Zanimljivo je da je isti rezultat dobijen i 
kod arbidopsisa, jedine vrste kod koje je ovaj parametar ispitivan do rezultata prikazanih u ovoj 
disertaciji (Li et al. 2008). U eksperimentima sa krastavcem je, takođe, pokazano i da primena Si utiče 
na povećanje ekspresije miR398 i miR408, kao i na ekspresiju njihovih targeta. Ove miRNK se 
najčešće povezuju sa odgovorom biljaka na oksidativni stres. Nedavna studija na krastavcu je pokazala 
da dodavanje Si kontrolnim biljkama utiče na ekspresiju velikog broja gena (preko 1000) koji su 
uključeni u odbrambeni odgovor biljaka (Zhu et al. 2019). Autori su sugerisali da Si može delovati kao 
elicitor koji priprema biljke krastavca na stres i tako im omogućava toleranciju ukoliko stres nastupi 
(Zhu et al. 2019). Iako za sada ne postoje dokazi da je Si direktno uključen u regulaciju genske 
ekspresije, niti da je Si sekundarni prenosilac signala (signalni molekul) kako je ranije pretpostavljeno 




biljke za stanje stresa. Neobičnost Si u biologiji biljaka na koju je ukazao Epstein (1994), rodonačelnik 
istraživanja koja se tiču direktne uloge Si u biljkama, nastavlja da intrigira naučnu javnost. Dalje 
rasvetljavanje direktne uloge Si u biljkama, kao kriterijuma esencijalnosti elementa, će sačekati razvoj 
novih analitičkih metoda, pre svega dobijanje medijuma za gajenje biljaka, koji ne sadrži Si ni u 
tragovima. 
Imajući u vidu da uobičajeni agroekološki uslovi za gajenje useva uvek podrazumevaju 
prisustvo bar nekog stresnog faktora, primena Si u poljoprivrednoj praksi je potpuno opravdana (Liang 
et al. 2015), naročito ako se uzmu u obzir globalne klimatske promene i povećana incidenca ekstremnih 
vremenskih uslova (Lobell et al. 2011; Cai et al. 2014; Myers et al. 2014). Primena Si u poljoprivredi je 
u skladu sa održivim razvojem, ekološki prihvatljiva i ekonomična alternativa za zaštitu biljaka od 
višestrukih faktora stresa (Etesami and Jeong 2018). Intenzivno obrađivanje zemljišta kao i uklanjanje 
biljnih ostataka nakon žetve je doprinelo značajnom smanjenju količine biodostupnog Si u 
poljoprivrednom zemljištu (Meunier et al. 2008). Fitoliti predstavljaju dragoceni izvor silicijuma i 
mogu doprineti ponovnom snabdevanju zemljišta sa Si, stoga se preporučuje da se biljni ostaci posle 
žetve recikliraju kako bi se ograničilo smanjenje biodostupnog Si (Guntzer et al. 2012). Pored toga, 
različite forme đubriva na bazi Si su u upotrebi širom sveta (Liang et al. 2015), ali je za široku primenu 
ovakvih đubriva neophodna optimizacija za različite tipove zemljišta i vrste useva kao i razvijanje 
ekonomičnijih i efikasnijih oblika Si-đubriva (Yan et al. 2018). Bolje razumevanje mehanizama 
delovanja Si u biljkama izloženih stresu (npr. višku metala, uključujući i Cu) će dati na značaju i 
omogućiti napredak u razvijanju đubriva na bazi Si kao efikasnog sredstva za zaštitu biljaka od stresa 
(Bhatt and Sharma 2018). 
5.9 Mehanizam delovanja Si na prevazilaženje stresa povišenim 
koncentracijama bakra kod krastavca 
Na osnovu rezultata predstavljenih u ovoj doktorskoj disertaciji predloženi su mehanizmi 
delovanja Si putem kojih se povećava tolerancija biljaka krastavca na stres usled prisustva umereno 
toksičnih koncentracija bakra (Slika 5.1). Delovanje silicijuma je usmereno ka stumulaciji urođenih 
odbrambenih mehanizama biljaka, koji se tiču povećanog heliranja i skladištenje visoko reaktivnih jona 
Cu, čime se postiže smanjenje toksičnih efekata Cu na ćelijske strukture kao i snižavanje oksidativnog 
stresa u ćelijama. Smanjenje nivoa stresa, izraženog preko smanjene lignifikacije, kao i smanjene 
lipidne peroksidacije, posledica je nekoliko efikasnih mehanizama delovanja Si. Na nivou korena, Si 
sprečava poremećaj u permeabilnosti membrane ćelija doprinoseći očuvanju strukture i funkcije 
korena. Među najvažnijim mehanizmima predstavljenim u ovom istraživanju jeste smanjenje usvajanja 
Cu što se postiže sniženom ekspresijom COPT1 i FRO4 gena. Si je doprineo preraspodeli Cu na nivou 
ćelija korena, povećavajući vezivanje i imobilizaciju Cu u ćelijskim zidovima, što je smanjilo količinu 
Cu unutar ćelija. Bakar prisutan unutar ćelija korena je heliran od strane metalotioneina u citosolu, dok 
je Si najviše uticao na akumulaciju organskih kiselina, citrata i malata koji vrše kompartmentaciju Cu u 
vakuolama. Povećanje antioksidativne zaštite pod uticajem Si, pre svega SOD i APX je omogućilo 
direktno smanjenje nivoa ROS u ćelijama korena. 
Si nije značajno uticao na smanjenje koncentracije Cu u listovima niti je doprineo vezivanju za 
ćelijski zid. Međutim, Cu je unutar ćelija lista bio uskladišten vezivanjem za proteine i Cu-helirajuće 
ligande. Si je stimulisao sintezu akonitata, ekspresiju MT3, dok je najviše uticao na akumulaciju 
helatorskih aminokiselina nikocijanamina i histidina koji su odigrali dominantnu ulogu u heliranju Cu u 




peroksidacije u ćelijama lista umanjen. Si je smanjio negativan uticaj Cu na koncentraciju drugih 
mikroelemenata u listu, pre svega Fe, putem povećane translokacije sa citratom ksilemom, što je 
smanjilo hlorozu i povećalo biomasu listova kod +Cu+Si tretiranih biljaka. 
Primena Si je uticala na glavne regulatore homeostaze Cu, miR398 i miR408, čija je snižena 
ekspresija u korenu omogućila povišenu ekspresiju njihovih targeta CSD2 i LAC3. U skladu sa tim, 
akumulacija Cu-proteina, CSD2 u korenu i plastocijanina u listu, kao primarnih depoa Cu jona, je 
izraženija kod biljaka gajenih sa Si. Uticaj Si na akumulaciju proteina koji sadrže Cu kao kofaktor je po 
prvi put pokazan u ovom istraživanju. Povećanje ekspresije LAC3 ukazuje da je i ovaj protein mogao 
odigrati istu ulogu u korenu.  
 
 
Slika 5.1. Mehanizmi delovanja Si na ublažavanje stresa izazvanog umereno toksičnom koncentracijom Cu kod 
krastavca. Uticaj Si na ekspresiju gena je označen crvenom bojom, na koncentraciju elemenata crnom, 
koncentraciju helatora bakra zelenom, količinu Cu-proteina plavom bojom i aktivnost enzima narandžastom 





Na osnovu dobijenih rezultata moguće je izvesti sledeće zaključke: 
1. Primena silicijuma u obliku silicijumove kiseline, doprinosi ublažavanju stresa kod biljaka 
krastavca (Cucumis sativus L.) izloženih umereno toksičnoj koncentraciji Cu, što je pokazano 
smanjenjem nivoa lignifikacije i izostankom fenomena curenja elektrolita iz korena, kao i 
smanjenjem lipidne peroksidacije u tkivima korena i lista. 
2. Na nivou korena, Si smanjuje unos Cu putem smanjenja ekspresije gena koji kodiraju FRO4 
reduktazu i COPT1 transporter. Pored toga, Si utiče na preraspodelu Cu na nivou ćelija korena, 
povećavajući vezivanje i imobilizaciju Cu u ćelijskim zidovima, što za posledicu ima smanjenu 
količinu Cu unutar ćelija. 
3. Primena Si povećava biomasu i sadržaj biljnih pigmenata u listu. 
4. Si ne utiče na translokaciju Cu do listova, niti na značajno smanjenje ukupne koncentracije Cu u 
listovima. Sa druge strane, Si utiče na zastupljenost Cu u ćelijskim frakcijama lista, tako što 
povećava njegovo prisustvo u proteinskoj a smanjuje u vodenoj frakciji, sa izuzetkom ćelijskih 
zidova u kojima je depozicija Cu nepromenjena.  
5. Kod biljaka gajenih sa Si zabeleženo je povećanje aktivnosti enzima antioksidativne zaštite: 
SOD, APX i CAT. 
6. Primena Si je uticala na povećanje sadržaja helirajućih jedinjenja - organskih kiselina (citrata i 
malata u korenu a akonitata u listu), dok nije bila presudna za indukciju metalotioneina 3 i 
fitohelatin-sintaze.  
7. Povećanje citrata u ksilemu je omogućilo efikasniji transport Fe do listova i ublažavanje deficita 
Fe i drugih mikroelementa (Zn i Mn). 
8. Najznačajniji mehanizam zaštite od toksičnog delovanja Cu u listu je akumulacija 
aminokiselina nikocijanamina i histidina, koje su doprinele efikasnom uklanjanju reaktivnih 
jona Cu unutar ćelije. 
9. Primena Si je smanjila ekspresiju glavnih regulatora homeostaze Cu, miR398 i miR408 u 
korenu, čime je ostvareno povećanje ekspresije njihovih targeta CSD2 i LAC3. 
10. Profil ekspresije CSD1 izoforme je u korelaciji sa ukupnom aktivnosti SOD enzima. 
11. Važan mehanizam Si-stimulisane zaštite od toksičnog delovanja Cu je akumulacija Cu-proteina, 
CSD2 u korenu i plastocijanina u listu, kao primarnih skladišta jona Cu.  
12. Primena Si povećava toleranciju biljaka krastavca na prisustvo povišenih koncentracija Cu, kroz 
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